



















ANALIZA GENETSKE VARIABILNOSTI GENA HBB 

















































ANALYSIS OF GENETIC VARIABILITY OF HBB GENE IN 
FAMILIAL ERYTHROCYTOSIS 
 
M. SC. THESIS 

















Marentič A. Analiza genetske variabilnosti gena HBB pri družinski eritrocitozi.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa 2. stopnje 
Biotehnologija. Delo je bilo opravljeno v Medicinskem centru za molekularno biologijo 
na Inštitutu za biokemijo Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani in na Biotehniški 
fakulteti Univerze v Ljubljani. 
 
Študijska komisija je za mentorico magistrskega dela imenovala izr. prof. dr. Natašo 









Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednica: prof. dr. Mojca NARAT 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
 
Članica: izr. prof. dr. Nataša DEBELJAK 
Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Inštitut za biokemijo 
 
 
Članica: prof. dr. Tanja KUNEJ  
 Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
 
Članica: prof. dr. Maja ČEMAŽAR  












Marentič A. Analiza genetske variabilnosti gena HBB pri družinski eritrocitozi.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
 




DK UDK 606:616.155.191:575.822(043.2) 
KG družinska eritrocitoza, gen HBB, različica hemoglobina, visoka afiniteta 
 hemoglobina do kisika, različica gena 
AV MARENTIČ, Ana, dipl. mikrobiol. (UN) 
SA DEBELJAK, Nataša (mentorica), KUNEJ, Tanja (somentorica) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, Magistrski 
študijski program druge stopnje Biotehnologija 
LI 2019  
IN ANALIZA GENETSKE VARIABILNOSTI GENA HBB PRI DRUŽINSKI 
ERITROCITOZI  
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja)  
OP XII, 60, [6] str., 13 pregl., 17 sl., 5 pril., 152 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Eritrocitoza je stanje povišane koncentracije eritrocitov v krvi, kar se odraža s 
povišanim hemoglobinom in hematokritom. Dedno obliko te bolezni imenujemo 
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kostnega mozga. Gen HBB nosi zapis za podenoto beta hemoglobina, ki v 
eritrocitih veže kisik. Različice hemoglobina lahko povzročijo sekundarno obliko 
DE. Glavni namen raziskave je bil karakterizacija gena HBB v povezavi z DE in 
vzpostavitev metode za določanje nukleotidnega zaporedja pri bolnikih. S 
pregledom literature in podatkovnih zbirk smo določili različice in regije gena 
povezane z DE. Kodirajoče regije gena, vključno z deli sosednjih regij, smo 
pomnožili z metodo PCR ter s sekvenciranjem po Sangerju določili nukleotidno 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
2,3-BPG 2,3-bisfosfoglicerat 
APS  amonijev persulfat 
BPGM  bisfosfoglicerat mutaza 
CO  ogljikov monoksid 
CO2  ogljikov dioksid 
DE  družinska eritrocitoza 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
dNTP  deoksinukleotid trifosfat 
ECYT1 družinska eritrocitoza tipa 1 
ECYT2 družinska eritrocitoza tipa 2 
ECYT3 družinska eritrocitoza tipa 3 
ECYT4 družinska eritrocitoza tipa 4 
ECYT5 družinska eritrocitoza tipa 5 
ECYT6 družinska eritrocitoza tipa 6 
ECYT7 družinska eritrocitoza tipa 7 
ECYT8 družinska eritrocitoza tipa 8 
EGLN1 egl devet homolog 1 (prolil hidroksilaza) 
EPAS1 endotelijski protein z domeno PAS 1 
EPO  eritropoetin 
EPOR  eritropoetinski receptor 
EtBr  etidijev bromid 
GATA  transkripcijski dejavniki, ki se vežejo na zaporedje GATA 
H+  proton 
HbA  hemoglobin A 
HBA1  podenota alfa 1 hemoglobina 
HBA2  podenota alfa 2 hemoglobina 
HBB  podenota beta hemoglobina 
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HbF  hemoglobin F 
HbS  hemoglobin S (heterozigot) 
HbSS  hemoglobin S (homozigot) 
HGVS  združenje za variabilnost genoma človeka (ang. Human Genome Variation 
  Society) 
JAK2  janus kinaza 2 
NGS  sekvenciranje naslednje generacije (ang. next generation sequencing) 
O2  kisik 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PV  policitemija vera 
STAT5 pretvornik signala in aktivator prepisovanja 5 (ang. signal transducer and 
  activator of transcription 5) 
TBE  pufer tris/borat/EDTA 
Tm  talilna temperatura začetnih oligonukleotidov 
TEMED tetrametiletilendiamin 
UTR  neprevedena regija gena (ang. untranslated region) 
VHL  tumorski supresor von Hippel-Lindau 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Eritrocitoza je krvna motnja, za katero je značilno povišano število eritrocitov v krvi. 
Vzroki zanjo so zelo različni, od pridobljenih do prirojenih. Eritrociti so najštevilčnejše 
celice v krvi, zato vplivajo na viskoznost krvi (McMullin, 2008). Povečana viskoznost 
lahko vodi do tromboemboličnih zapletov, zato je pomembno, da se motnja pravočasno 
odkrije (Keohane in sod., 2013; Bento, 2018). Pri dedni obliki bolezni, ki ji pravimo 
prirojena oz. družinska eritrocitoza (DE), so vzroki za nastanek bolezni zelo heterogeni. 
Poznanih je več genov, katerih različice povzročajo prekomerno nastajanje eritrocitov. Ti 
geni so udeleženi v zaznavanje in transport kisika ter zorenje eritrocitov – eritropoezo 
(McMullin, 2016). Med njimi je tudi gen HBB, ki nosi zapis za sintezo podenote beta 
hemoglobina, ta pa je pomemben za prenos kisika po krvi. Različice gena HBB lahko 
povzročijo preveliko afiniteto hemoglobina do kisika, zato se kisik težje sprosti v tkivo. 
Posledično pride do hipoksije in do kompenzatorne povečane sinteze eritrocitov (Thom in 
sod, 2013).  
 
Odkritje vzroka DE pri bolnikih je zaradi heterogenosti ozadja otežena. Potrebno je 
sekvenciranje do sedaj povezanih genov z DE. Najbolj pogosti geni, udeleženi v razvoju 
DE so EPOR, VHL, EGLN1 EPAS1, EPO, HBB, HBA in BPGM (McMullin, 2016). Kljub 
sekvenciranju vseh omenjenih genov, pri večini bolnikov vzrok DE še vedno ni odkrit. To 
pomeni, da je potrebno odkriti še dodatne gene povezane z razvojem DE (Bento in sod., 
2013). 
 
V Sloveniji v klinični praksi še ni vzpostavljeno genetsko testiranje za DE. Sekvencira se 
le gen JAK2, ki povzroča pridobljeno obliko eritrocitoze. Za bolnike z eritrocitozo, ki so 
JAK2 negativni, pri nas še ni dodatnega genetskega diagnostičnega testa (Mlakar, 2008). 
Težava je tudi v obvladovanju bolezni oz. zdravljenju, saj zaradi heterogenosti vzrokov in 
težavne opredelitve bolezni ni smernic za zdravljenje DE. 
 
1.2 NAMEN IN CILJI NALOGE 
Namen magistrske naloge je bil pregled do sedaj opisanih različic gena HBB v povezavi z 
DE v podatkovnih zbirkah. Želeli smo opredeliti domene in vezavna mesta produkta gena 
HBB, katerih spremembe vodijo do DE. Naš cilj je bil vzpostavitev diagnostičnega testa za 
bolnike z DE v Sloveniji, s katerim bi preverili prisotnost različic gena HBB. V raziskavo 
smo vključili dve družini s sumom na DE, pri katerih smo z novo vzpostavljenim testom 
preverili prisotnost variant HBB.  
 
2 
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Potek laboratorijskega dela magistrske naloge je potekal v sodelovanju s Specializiranim 
hematološkim laboratorijem Kliničnega oddelka za hematologijo, UKC Ljubljana. Nalogo 
je odobrila Komisija RS za medicinsko etiko (KME 115/07/15). 
 
1.3 HIPOTEZE 
 Različice gena HBB, ki povzročajo DE, se nahajajo na delih gena, ki so ključni za 
vezavo in sprostitev kisika s hemoglobina. 
 
 Pri bolnikih iz dveh družin, vključenih v raziskavo, so prisotne različice gena HBB, 
ki jih ni pri zdravi kontroli. 
3 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ERITROCITI IN ERITROCITOZA 
V povprečju človek vsako sekundo proizvede dva milijona rdečih krvnih celic - eritrocitov 
v procesu, ki ga imenujemo eritropoeza (Zivot in sod., 2018). Eritrociti vsebujejo 
transportni protein hemoglobin, ki omogoča preskrbo tkiv s kisikom. Zrele rdeče krvne 
celice ne vsebujejo jedra in večine organelov. S tem je kar največ prostora namenjeno 
hemoglobinu. Nastajanje eritrocitov je natančno uravnano, sicer lahko pride do anemije ali, 
nasprotno, do eritrocitoze (Bento, 2018). 
 
Eritrocitoza je opredeljena kot stanje povišanega števila eritrocitov v krvi, kar se odraža v 
povišani koncentraciji hemoglobina in vrednosti hematokrita. Hematokrit je delež krvi, ki 
ga predstavljajo eritrociti. Po definiciji je masa eritrocitov pri eritrocitozi za 25 % večja od 
predvidene glede na spol in telesno maso bolnika (Pearson in sod., 1995). Diagnoza se 
lahko postavi, če ima bolnik povišano število eritrocitov oz. hematokrita in hemoglobina 
vsaj dva meseca. Mejna vrednost hematokrita je > 0,52 za moške in > 0,48 za ženske, ter 
mejna vrednost hemoglobina >185 g/L za moške in >165 g/L za ženske (McMullin in sod., 
2005; Bento, 2018).  Mnogi bolniki z eritrocitozo nimajo simptomov in motnjo odkrijejo 
slučajno ob analizi krvne slike. Nekateri bolniki imajo nespecifične simptome kot so 
utrujenost, vrtoglavica ali glavobol, ki se lahko pojavijo zaradi hiperviskoznosti krvi. Pri 
vrsti pridobljene eritrocitoze, ki ji pravimo prava policitemija oz. policitemija vera (PV), se 
lahko pojavi srbečica, zlasti po izpostavljanju kože vodi (ang. »aquagenic pruritus«) (Lee 
in Arcasoy, 2015). 
 
2.1.1 Eritropoeza 
Eritropoeza je proces nastajanja novih eritrocitov. Gre za večstopenjski proces od 
multipotentne hematopoetske matične celice v kostnem mozgu do zrelega eritrocita v krvi 
(Orkin, 2000). Proces mora biti natančno uravnavan, sicer pride do previsoke ali prenizke 
koncentracije eritrocitov v krvi (Slika 1). Glavni regulator eritropoeze je hormon 
eritropoetin (EPO), ki nastaja pretežno v ledvicah. Od tu preko krvi pride do tarčnih celic, 
to so eritroidne matične celice v kostnem mozgu (Broxemeyer, 2013). Glavna funkcija 
EPO je uravnavanje dostave kisika perifernim tkivom. Transkripcijo EPO pozitivno 
uravnavajo transkripcijski faktorji, ki se aktivirajo ob hipoksiji (HIF), medtem ko vezavni 
proteini GATA negativno uravnavajo transkripcijo EPO (Bunn, 2013).  
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Slika 1: Uravnavanje nastajanja EPO (Bunn, 2013). V stanju hipoksije transkripcijski faktorji HIF aktivirajo 
prepisovanje gena EPO, kar poveča nastajanje novih eritrocitov. V stanju normoksije je kisika dovolj, zato se 
eritropoeza upočasni z znižanjem izražanja EPO. 
 
Eritropoetin se veže na eritropoetinski receptor (EPOR) na tarčnih celicah in povzroči 
njihovo diferenciacijo do zrelih celic. Glavni mehanizem za to je aktivacija proteina JAK2, 
ki nato fosforilira in aktivira protein STAT5. Ta deluje kot transkripcijski faktor in aktivira 
prepisovanje genov, ki so odgovorni za proliferacijo in diferenciacijo matične celice 
(Grebien in sod., 2008). Signalna pot JAK/STAT aktivira tudi kinaze PI3K in MAPK, ki 
prav tako vplivajo na prepisovanje genov odgovornih za razvoj zrelih eritrocitov iz 
matičnih celic v kostnem mozgu (Zhang in sod., 2014). Rezultat je povišano število zrelih 
eritrocitov v krvi in s tem povečana kapaciteta krvi za prenos kisika do tkiv (Bunn, 2013).  
 
Bolniki z visokoafinitetnim hemoglobinom zaradi spremembe v podenoti beta oz. 
eritrocitozo tipa 6 (ECYT6; glej poglavje Klasifikacija eritrocitoz) imajo povišano 
koncentracijo EPO v krvi zaradi kronične hipoksije v tkivih, čeprav je eritrocitov v krvi 
dovolj. To privede do neprestane transkripcije gena EPO in previsoke koncentracije 
eritrocitov v krvi. 
 
2.2 HEMOGLOBIN 
Hemoglobin je transportni protein v eritrocitih, ki je sestavljen iz dveh podenot α in dveh 
podenot β (Slika 2). Takšno obliko imenujemo hemoglobin A (HbA) in je pri odrasli osebi 
prisotna v 98 % celotnega hemoglobina. Preostali delež hemoglobina predstavljata obliki 
HbF, ki ima namesto podenot β podenote ɣ, in HbA2, kjer so podenote δ. Vsaka od 
podenot hemoglobina ima vezano prostetično skupino – hem, ki vsebuje železo. Glavni 
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nalogi hemoglobina sta prenos kisika (O2) od pljuč do perifernih tkiv ter prenos 
ogljikovega dioksida (CO2) od tkiv do pljuč (Thom in sod., 2013).  
 
 
Slika 2: Shematski prikaz tridimenzionalne strukture hemoglobina. Tetramer sestavljajo dve podenoti α 
(modro) in dve podenoti β (rdeče). Na vsako izmed podenot je vezana prostetična skupina – hem (Michalski 
in Loew, 2016). 
 
Polipeptidne podenote α in β kmalu po sintezi vežejo hem, ki stabilizira zvijanje podenote 
v sedem oz. osem heliksov α, ki tvorijo globularno strukturo. Vsaka podenota veže nase O2 
in druge ligande prek železa v hemu. To mesto je v hidrofobnem žepu hemoglobina in je 
evolucijsko ohranjeno. V molekuli hemoglobina se vsaka od podenot α poveže s podenoto 
β in se na ta način tvorita dva dimera, ki se nato med seboj povežeta. Pomembni sta dve 
stičišči: α1β1, ki je med podenotama, ki tvorita dimer, ter α1β2, ki je med dimeroma 
(Thom in sod., 2013). 
 
2.2.1 Nepravilnosti hemoglobina 
V grobem lahko bolezni povezane s hemoglobinom razdelimo v dve skupini. V eno 
štejemo motnje, ki nastanejo zaradi strukturnih sprememb hemoglobina, ki jim pravimo 
hemoglobinopatije, medtem ko v drugo prištevamo tiste, pri katerih je sinteza ene od 
podenot hemoglobina močno zmanjšana. Te motnje se imenujejo talasemije (Forget in 
Bunn, 2013; Greene in sod., 2015). 
 
2.2.1.1 Hemoglobini z visoko afiniteto do kisika  
Različice hemoglobina z visoko afiniteto do kisika vzpodbudijo eritropoezo (Hebbel in 
sod., 1978).  To je lahko posledica zamenjave ene od aminokislin hemoglobina s takšno, ki 
bolj stabilizira stanje z visoko afiniteto (stanje R) v primerjavi s stanjem z nizko afiniteto 
(stanje T). Sprememba afinitete hemoglobina do kisika s prehodom iz stanja R v stanje T je 
pomembna za pravilen privzem in sprostitev kisika s hemoglobina (Forget in Bunn, 2013). 
Previsoka afiniteta hemolgobina je lahko tudi posledica različice, ki onemogoča interakcije 
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z regulatorji sproščanja kisika s hemoglobina kot so protoni (H
+) in 2,3-bisfosfoglicerat 
(2,3-BPG). Tranzicija iz stanja R v stanje T je odvisna od pravilne konformacije stičišča 
α1β2, zato so različice v tem stičišču pogosto odgovorne za hemoglobin z visoko afiniteto 
do kisika. Višja afiniteta do kisika onemogoči sprostitev kisika v perifernih tkivih, kar telo 
zazna kot hipoksijo in pospeši eritropoezo. Terminalni konci podenot hemoglobina so 
udeleženi v stabilizacijo interakcije α1β2, ki stabilizira nizkoafinitetno stanje T. Številne 
substitucije v teh regijah so zato tudi odgovorne za visokoafinitetne različice hemoglobina. 
Poleg tega zadnji histidin v podenoti beta pomembno vpliva na Bohrov efekt. Bohrov efekt 
se imenuje proces privzema ogljikovega dioksida v eritrocite iz perifernih tkiv, ki se 
metabolizira do ogljikove kisline in protona H+. H+ pospešujejo sprostitev kisika s 
hemoglobina (Thom in sod., 2013). 
 
2,3-bisfosfoglicerat je alosterični regulator hemoglobina in deluje tako, da z vezavo na 
hemoglobin zniža njegovo afiniteto do kisika. Če pride do spremembe strukture proteina 
na vezavnem mestu za 2,3-BPG, se ta ne veže oz. se veže v manjši meri in tako ne pride do 
ustreznega znižanja afinitete do kisika (Thom in sod., 2013). V tkivih se zato kisik ne 
sprosti s hemoglobina, kar vodi v prekomerno nastajanje novih eritrocitov. 
 
Prvi opisan visokoafinitetni hemoglobin v povezavi z DE je bil Hb Chesapeake, od takrat 
do danes je opisanih že več kot 100 različic hemoglobina z visoko afiniteto do kisika. 
Večina jih vsebuje spremembo na podenoti β, ki jo kodira gen HBB. DE zaradi takšnega 
spremenjenega hemoglobina se deduje dominantno, z le nekaj opisanimi primeri de novo 
(Bento, 2018). Večina do sedaj opisanih primerov ima torej spremembo na eni od treh 
omenjenih ključnih regij za funkcijo hemoglobina: 
 
 α1β2 stičišče med dimeroma 
 terminalni konec C podenote β 
 vezavno mesto za 2,3-BPG 
 
Bolniki z DE tipa 6 (ECYT6), ki je posledica visokoafinitetnega hemoglobina zaradi 
različice podenote beta hemoglobina, so večinoma asimptomatski, lahko pa pride do 
tromboemboličnih zapletov zaradi hiperviskoznosti krvi (Bento, 2018). 
 
2.2.1.2 Talasemije 
Talasemije so skupina dednih nepravilnosti hemoglobina, pri katerih je sinteza 
hemoglobina močno zmanjšana, ali pa hemoglobin sploh ne nastaja. Glede na okvaro 
podenote ločimo talasemije α in talasemije β. Bolniki imajo različne simptome, nekateri so 
asimptomatski, nekateri imajo hude anemije, ki zahtevajo transfuzije krvi do konca 
življenja. Lahko pride tudi do zapletov v različnih organskih sistemih. Na stotine različic 
gena HBB je že bilo povezanih s talasemijo β. Različice gena so prisotne tako na 
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kodirajočih kot na nekodirajočih regijah. Resnost bolezni je odvisna od presežka ene od 
podenot, saj samostojne podenote povzročajo propadanje eritrocitov – hemolizo (Nienhuis 
in Nathan, 2012; Martin in Thompson, 2013). 
 
2.2.1.3 Anemija srpastih eritrocitov 
Varianta gena HBB je odgovorna tudi za bolezen srpastih eritrocitov. Različica enega 
nukleotida povzroči zamenjavo glutaminske kisline na šestem mestu z valinom (Ingram, 
1956). Tak hemoglobin imenujemo HbS. Najhujša in najpogostejša oblika te bolezni, 
HbSS, nastane pri podedovani različici gena HBB obeh staršev. Tudi pri nekaterih 
heterozigotih lahko pride do prekomerne količine eritrocitov srpaste oblike (Ware in sod., 
2017). Posledica HbS je nepravilno zvitje podenote β, kar povzroči polimerizacijo molekul 
hemoglobina med procesom deoksigenacije. Pri tem se oblika eritrocita spremeni iz 
bikonkavne v podolgovato srpasto (Acquaye in sod., 1988). Srpasti eritrociti povzročajo 
okluzije kapilar in arteriol ter kronično hemolizo. Zapleti lahko vodijo do kapi, poškodb 
organov, pljučne hipertenzije in prezgodnje smrti (Powars in sod., 2005). 
 
2.3 KLASIFIKACIJA ERITROCITOZ 
Vzroki za eritrocitozo so zelo heterogeni, zato je tudi klasifikacija kompleksna. V glavnem 
ločimo primarno in sekundarno eritrocitozo, in nato vsako še na pridobljeno in dedno 
obliko (Slika 3).  
 
 
Slika 3: Razdelitev eritrocitoz (Lee in Arcasoy, 2015; Bento, 2018) 
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Družinska eritrocitoza je lahko posledica primarne ali sekundarne oblike eritrocitoze. 
Klasifikacija DE (Preglednica 1) zaenkrat zajema osem tipov (ECYT1 – ECYT8) bolezni 
glede na gen, ki jo povzroča. Gen HBB povzroča eritrocitozo tipa 6  (ECYT6). 
 
Preglednica 1: Klasifikacija DE. 
Tip DE (oznaka OMIM) Številka OMIM Gen 
ECYT1 133100 EPOR 
ECYT2 263400 VHL 
ECYT3 609820 EGLN1 
ECYT4 611783 EPAS1 
ECYT5 617907 EPO 
ECYT6 617980 HBB 
ECYT7 617981 HBA1, HBA2 
ECYT8 222800 BPGM 
 
2.3.1 Primarna eritrocitoza 
Pri primarni eritrocitozi gre za nepravilnosti v matičnih in prekurzorskih eritroidnih celicah 
v kostnem mozgu, kar vodi do prekomernega nastajanja eritrocitov (Bento, 2018). Lahko 
gre za pridobljeno ali prirojeno obliko. Pridobljeno obliko, pravo policitemijo, povzroči 
različica gena JAK2 v eritroidnih izvornih celicah. To povzroči neprestano aktivacijo 
eritropoetinske signalne poti in posledično neprestano proizvodnjo novih eritrocitov. V    
98 % primerov PV gre za spremembo V617F v 14. eksonu gena JAK2 ali za spremembo na 
12. eksonu tega gena. (Baxter in sod., 2005; Scott in sod., 2007). Prirojena oblika primarne 
eritrocitoze je posledica različic gena za eritropoetinski receptor EPOR (Slika 3 in 
Preglednica 1). Za primarno eritrocitozo je značilna nizka raven serumskega EPO.  
 
2.3.2 Sekundarna eritrocitoza 
Do sekundarne eritrocitoze pride zaradi nepravilnosti, izven kostnega mozga, ki povzroči 
hipoksijo in posledično kompenzatorno povečano nastajanje EPO. Lahko gre za fiziološki 
odziv na hipoksijo al pa za bolezensko stanje (Bento, 2018). Tudi pri tej vrsti gre lahko za 
pridobljeno ali prirojeno obliko eritrocitoze. Bolj pogoste so pridobljene oblike, kot so 
odziv na visoko nadmorsko višino, pljučno ali srčno bolezen ter kajenje. Vzrok so lahko 
tudi bolezen ledvic, endokrini tumorji in uporaba eksogenih androgenih hormonov (Lee in 
Arcasoy, 2015). Vzrok za prirojeno obliko so lahko nepravilnosti, ki povzročijo hipoksijo, 
na primer različice hemoglobina, ki imajo visoko afiniteto do kisika zaradi spremembe 
genov za podenote hemoglobina HBB ali HBA. Drugi geni, katerih različice lahko 
povzročijo sekundarno DE so VHL, EGLN1, EPAS1, EPO in BPGM (Preglednica 1). 
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Različice omenjenih genov so identificirane le v 30 – 40 % primerih bolnikov z DE, zato je 
verjetno, da so udeleženi še drugi geni (Bento, 2018). Za sekundarno eritrocitozo je 
značilna povišana koncentracija EPO (Patnaik in Tefferi, 2009). 
 
2.3.3 Idiopatska eritrocitoza  
Identifikacija vzroka eritrocitoze je zaradi heterogenosti bolezni velikokrat težavna. Izraz 
idiopatska eritrocitoza se uporablja v primeru, ko ima bolnik povišano koncentracijo 
eritrocitov, vendar vzroka za prekomerno eritropoezo ni možno odkriti (Pearson in 
Wetherley-Mein, 1979). Nekatere bolezni, ki vodijo do eritrocitoze, so lahko šele v začetni 
fazi in jih je zato težje odkriti (npr. začetna faza ledvične ali srčne bolezni). Težava je tudi 
v nezmožnosti odkrivanja vseh prirojenih oblik z diagnostičnim testom (Pearson in 
Messinezy, 2001). Zaradi nepojasnjenega vzroka bolezni je takim bolnikom težko 
predpisati ustrezno zdravljenje (Bento, 2018). Približno 70 % primerov DE ostaja 
nejasnega vzroka. Bento in sod. (2013) so v svojo raziskavo vključili 70 bolnikov z 
izključenimi pridobljenimi vzroki eritrocitoze. Le pri petindvajsetih so našli različice 
genov, ki so povezane z eritrocitozo. Na podlagi tega podatka lahko sklepamo, da je 
odgovornih še veliko genov, ki jih še nismo odkrili, katerih polimorfizmi lahko povzročijo 
prekomerno produkcijo eritrocitov.  
 
2.4 DIAGNOSTIKA ERITROCITOZ 
Ko je eritrocitoza pri bolniku potrjena, je pomembno določiti vzrok. Prvi korak pri 
identifikaciji vzroka je izključitev bolezni, za katere je znano, da lahko povzročijo 
povišano število eritrocitov (srčna, pljučna bolezen). Če se ne odkrije očitnega vzroka, je 
stanje lahko prirojeno. Naslednji korak je merjenje koncentracije EPO v serumu. Če je 
raven EPO nizka, gre za primarno eritrocitozo, zato so potrebne nadaljne preiskave za 
ugotavljanje, ali gre za PV ali prirojeno obliko bolezni. Visoka ali stanju neprimerno 
normalna raven EPO v serumu nakazuje sekundarno obliko eritrocitoze (McMullin, 2012). 
V tem primeru je potrebno raziskati morebitne nepravilnosti v genih, ki so udeleženi v poti 
zaznavanja kisika, prenosa kisika ali sami eritropoezi. 
 
2.4.1 Določanje nukleotidnega zaporedja DNA 
Tako v primeru primarne kot sekundarne eritrocitoze, je pri dedni obliki potrebno 
identificirati morebitne različice genov, ki so udeleženi v pot zaznavanja kisika, prenos 
kisika in eritropoezo, za katere vemo, da povzročajo DE. Zlati standard identifikacije 
različic je sekvenciranje po Sangerju, čeprav to metodo izpodrivajo nove hitrejše metode 
sekvenciranja, ki jim s skupnim izrazom pravimo sekvenciranje naslednje generacije 
(NGS). Metode NGS so zahtevnejše za izvedbo in dražje, so pa precej hitrejše in 
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omogočajo sekvenciranje več genov hkrati. Metoda sekvenciranja po Sangerju je bolj 
zanesljiva, zato se morebitne ugotovljene spremembe genov, ugotovljene z NGS, potrdijo 
še z metodo po Sangerju (Camps in sod., 2016). 
 
2.4.2 Ostale preiskave 
Prva preiskava, ki lahko nakaže na prisotnost spremenjenega hemoglobina je merjenje 
vrednosti p50. To je parcialni tlak kisika, pri katerem je hemoglobin 50 % nasičen s 
kisikom (Patnaik in Tefferi, 2009; Rumi in sod., 2009). Pri eritrocitozi je ta vrednost 
manjša od fiziološke, saj je hemoglobin zaradi visoke afinitete do kisika nasičen že ob 
manjših parcialnih tlakih kisika (Slika 4). 
 
 
Slika 4: Saturacijska krivulja hemoglobina (Kayton in sod., 2018). Za hemoglobine z visoko afiniteto do 
kisika je značilna rdeča črtkana krivulja. Iz krivulje lahko odčitamo vrednost p50. 
 
Če vrednost p50 nakazuje na visokoafinitetni hemoglobin, se lahko različica hemoglobina 
na nivoju proteina določi z metodama HPLC in s kapilarno elektroforezo. Določitev prav 
vseh tipov hemoglobina ni sposobna nobena od teh metod (Mangin, 2017). Rezultate je 
potrebno interpretirati glede na bolnikovo etnično pripadnost in klinično sliko. Omenjeni 
metodi tudi ne omogočata razlikovanja hemoglobinov z nevtralno zamenjavo aminokisline 
(Bain in sod., 2010). Na ravni nukleotida je tako edina zanesljiva analiza sekvenciranje 
genov HBA in HBB, ki tvorita podenote hemoglobina. 
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2.4.3 Diagnostika v Sloveniji 
V Sloveniji se rutinsko izvaja le genetsko testiranje za potrditev oz. izključitev PV. V UKC 
Maribor testirajo prisotnost V617F v genu JAK2, v UKC Ljubljana pa poleg tega 
preverjajo tudi prisotnost polimorfizmov na 12. eksonu JAK2. Testiranje temelji na 
pomnoževanju gena z metodo PCR in sekvenciranju DNA z metodo po Sangerju. Bolniki, 
ki so negativni na PV imajo sum na DE in se jih pri nas ne obravnava dalje. V fazi prenosa 
v kliniko so genetski testi za gene VHL, EPO, EPOR in EPAS1, ki temeljijo na 
sekvenciranju po Sangerju (Mencin, 2017; Prijatelj, 2018; Vočanec, 2018; Kristan, 2018). 
V bližnji prihodnosti bo diagnostika tudi v Sloveniji bolj enostavna in hitrejša z uporabo 
NGS. 
 
2.5 OBVLADOVANJE ERITROCITOZE 
Družinska eritrocitoza je zelo redko stanje, za katerega ni pravih smernic za zdravljenje oz. 
obvladovanje. Bolezen ima heterogeno klinično sliko, zato so tudi priporočila zelo 
neenotna. Za preprečevanje strdkov pri PV priporočajo nizke doze aspirina, zato bi lahko 
bil aspirin koristen tudi pri bolnikih z DE. Naslednja možnost zdravljenja je venesekcija, s 
katero znižajo vrednost hematokrita in s tem viskoznost krvi. Na ta način zmanjšajo 
tveganje za tromboembolične dogodke, vendar je pomembno presoditi, pri katerih bolnikih 
je ta metoda smiselna. Pri nekaterih tipih DE, ki jih povzročajo geni, ki so udeleženi v pot 
zaznavanja kisika in transport kisika, je zaradi fizoloških sprememb povišan hematokrit 
potreben za normalno preskrbo tkiv s kisikom. V teh primerih bi z venesekcijo naredili več 
škode kot koristi (McMullin, 2016). Venesekcijo zato priporočajo pri bolnikih z izrazitimi 
simptomi kot so vrtoglavica in zasoplost. Prav tako je smiselno ta način obvladovanja 
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3 MATERIAL IN METODE 
Potek magistrske naloge smo opravili v dveh sklopih. Najprej smo izvedli 
bioinformacijsko analizo gena in temeljit pregled literature, kar nam je omogočilo 
nadaljevanje s praktičnim delom v laboratoriju, kjer smo razvili protokol za pomnoževanje 
izbranih regij gena HBB z metodo PCR in sekvencirali pomnoženo DNA oseb, vključenih 
v raziskavo, z metodo po Sangerju (Slika 5).  
 
 
Slika 5: Shematski prikaz poteka dela. Prvi del je bil izveden z uporabo podatkovnih zbirk in orodij, drugi del 
pa je potekal v laboratoriju. 
 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Pripomočki in oprema 
• Mikrocentrifugirke 
• Centrifugirke 
• Avtoklav  
• Avtomatske pipete 
• Nastavki za avtomatske pipete 
• Merilni valji 
• Erlenmajerica 
• Parafilm  
• Skalpel  
• Stojala za mikrocentrifugirke in centrifugirke 
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• Digestorij 
• Centrifuga (Eppendorf) 
• Tehtnica (Kern) 
• Mikrovalovna pečica (Sharp) 
• Hladilnik (Gorenje) 
• Zamrzovalnik (Gorenje) 
• Komplet za agarozno gelsko elektroforezo (Bio-Rad) 
• Komplet za poliakrilamido gelsko elektroforezo (Bio-Rad) 
• Vir napetosti za elektroforezo (Pharmacia) 
• Aparat za PCR Simpli Amp™ (Applied Biosystems) 
• Naprava za analizo gela ImageQuant LAS-4000 (Fujitsu Life Sciences) 
 
3.1.2 Reagenti in kompleti 
• Komplet za PCR KAPA HiFi HotStart PCR Kit (Kapa Biosystems) 
• Voda brez RNaz (Roth) 
• Agaroza (Genaxxon bioscience) 
• Pufer TBE (10x, 1x) (Sigma) 
• Etidijev bromid (EtBr) (10 mg/mL) 
• Nanašalni pufer za elektroforezo (6x) (Thermo Fischer Scientific) 
• Standard velikosti DNA (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific) 
• Poliakrilamid (40 %) (Roth) 
• TEMED (Sigma) 
• APS (10 %) (Merck) 
• Komplet za čiščenje produktov PCR QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) 
• Začetni oligonukleotidi (ZO) (Integrated DNA technologies, IDT) 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Bioinformacijska analiza gena HBB 
Za analizo gena smo uporabili več spletnih orodij. Namen je bil določiti osnovne lastnosti 
gena kot so lokacija v genomu, dolžina, število eksonov in intronov, prav tako pa določitev 
vseh različic gena, ki so do sedaj opisane v literaturi kot vzrok DE. Različicam smo 
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poiskali identifikacijske številke in pripisali vir, v katerem je bila različica prvič opisana v 
povezavi z eritrocitozo. 
 
3.2.1.1 Podatkovni zbirki Ensembl in dbSNP 
Ensembl (izdaja 94) (Zerbino in sod., 2018.) je genomski brskalnik in vsebuje informacije 
o genomih večih organizmov, posameznih genih in različicah nukleotidnega zaporedja. S 
pomočjo tega orodja smo pridobili osnovne podatke o strukturi gena kot so število in 
dolžina eksonov ter intronov. Z njim smo tudi preverili lokacije naleganja ZO, ki smo jih 
uporabili nadalje v raziskavi za pomnoževanje posameznih področij gena HBB. S pomočjo 
Ensembla smo prav tako umestili različice gena HBB, identificirane v literaturi, na 
nukleotidno zaporedje gena in jim pripisali identifikacijsko številko. Orodje Ensembl je 
med drugim povezano z zbirko dbSNP (Day, 2010), kjer smo identifikacijske številke 
pridobili in preverili pravilen zapis različic z nomenklaturo HGVS (den Dunnen, 2017). S 
pomočjo dbSNP smo tudi preverili pojavnost različic gena HBB, ki smo jih identificirali 
pri bolnikih. 
 
3.2.1.2 Zbirka UniProt 
V zbirki UniProt (The UniProt Consortium, 2018) smo preverili lego vezavnih mest 
produkta gena HBB. Vezavna mesta smo umestili na nukleotidno zaporedje gena. 
 
3.2.1.3 Zbirki in HbVar in LOVD 
HbVar (Giardine in sod., 2014) je podatkovna zbirka, v kateri so zbrane različice humanih 
hemoglobinov in različice genov, ki povzročajo talasemije. V zbirki smo poiskali vse 
hemoglobine z visoko afiniteto do kisika in rezultate primerjali z različicami v literaturi.  
Zbirka LOVD (Fokkema in sod., 2011) vsebuje vse različice gena HBB in je povezana s 
HbVar, vendar ni dovolj pregledna, saj vsebuje tudi informacije o različicah gena v 
povezavi z ostalimi hematološkimi boleznimi. Preverili smo ujemanje informacij v obeh 
zbirkah. 
 
3.2.1.4 Bibliografska zbirka PubMed 
S pomočjo zbirke PubMed smo zbirali literaturo, v kateri so opisane do sedaj odkrite 
različice gena HBB v povezavi s prirojeno obliko eritrocitoze. Uporabili smo naslednje 
ključne besede v različnih kombinacijah: »erythrocytosis«, »HBB«, »familial«, 
»congenital«, »hemoglobin«, »polycythemia«, »variant« in pregledali dobljene zadetke. Na 
ta način določenim variantam gena smo nato poiskali identifikacijske številke s pomočjo 
orodja Ensembl in zbirk dbSNP ter HbVar. Preverili smo tudi seznam vseh hemoglobinov 
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z visoko afiniteto do kisika v zbirki HbVar in nato v zbirki PubMed preverili, ali te 
različice hemoglobina povzročijo eritrocitozo. Vse identificirane različice povezane z DE 
smo umestili na nukleotidno zaporedje gena HBB. 
 
3.2.2 Vzorci DNA za vpeljavo genetskega testa in vzorci DNA bolnikov 
Vzorce DNA za vpeljavo diagnostične metode kot tudi DNA izbranih bolnikov smo 
pridobili s Hematološke klinike, UKC Ljubljana. Vsi vzorci DNA so bili izolirani iz celic 
krvi bolnikov s kompletom QIAquick isolation kit (Qiagen).  V raziskavo smo vključili 
vzorce petih oseb iz dveh družin s sumom na DE vključno z zdravim sorodnikom (Slika 6). 
Izbrani bolniki imajo povišano število eritrocitov, povišan hemoglobin in hematokrit ter so 
negativni za PV. Izbor bolnikov je opisan v raziskovalni nalogi (Kopitar in sod., 2017). 
Vsaka od oseb, vključenih v raziskavo, je označena s črkovno-številsko kodo (Slika 6). 
 
 
Slika 6: Družinski drevesi družin vključenih v raziskavo. Poleg štirih bolnikov smo v raziskavo vključili tudi 
zdravo osebo iz ene od družin (Kopitar in sod., 2017). 
 
3.2.3 Izbor začetnih oligonukleotidov za pomnoževanje regij gena HBB 
Z analizo gena smo ugotovili, katere regije so vključene v razvoj bolezni in jih je zato 
potrebno sekvencirati za določitev zamenjav nukleotidov povezanih z DE. Pregledali smo 
dostopne informacije v literaturi, katere začetne oligonukleotide (ZO) so raziskovalci že 
uporabljali za pomnoževanje eksonov gena HBB. Našli smo ZO, ki so jih uporabili Bento 
in sod. (2015). Za vsak gen, povezan z DE, so zapisali uporabljene ZO in dolžine 
produktov. Te ZO smo analizirali, saj smo želeli, da izpolnjujejo naslednje pogoje: 
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 produkt pomnoževanja zajame celoten posamezen ekson gena HBB 
 poleg eksona zajame posamezen produkt pomnoževanja tudi vsaj osem nukleotidov 
sosednje intronske regije oz. regije UTR (pri tem smo upoštevali tudi dodatnih 
dvajset nukleotidov, ki jih pri branju zaporedja po sekvenciranju po Sangerju ne 
moremo zanesljivo določiti) 
 dolžina produktov ni daljša od 500 bp za namen zanesljivega branja nukleotidnega 
zaporedja z metodo po Sangerju 
 temperatura prileganja ZO (Tm) se v paru ZO ne razlikuje za več kot 2°C. 
 
Omenjeni ZO, ki smo jih našli v literaturi, niso ustrezali vsem navedenim pogojem. Kot je 
razvidno iz Preglednice 2 je dolžina produkta regije eksona 3 daljša od 500 bp. Prav tako 
se temperature prileganja ZO v vseh treh parih razlikujejo za več kot 2 °C. Vseeno smo 
navedene ZO uporabili, saj smo želeli čim bolj poenoten diagnostični protokol, kot ga 
uporabljajo v tujini (Bento in sod., 2015). Modificirali smo le ZO, ki smo ga poimenovali 
HBB-int2F-1, saj se zadnji trije nukleotidi niso ujemali z referenčno sekvenco gena HBB, 
zato smo jih spremenili v prilegajoče nukleotide (Preglednica 2). ZO proizvajalca 
Integrated DNA Technologies so prispeli v liofilizirani obliki, zato smo jih pred uporabo 
po navodilih proizvajalca raztopili v vodi primerni za molekularno-biološke namene do 
koncentracije 100 mM, kar je bila založna raztopina ZO. Za namen rekcije PCR smo 
založno razopino redčili do koncentracije 5 µM. Iste ZO smo uporabili tudi za nadaljno 
analizo določanja nukleotidnega zaporedja po Sangerju. 
 
Preglednica 2: Začetni oligonukleotidi (ZO) za pomnožitev regij gena HBB (Bento in sod., 2015). 
Poimenovanje 
ZO 










HBB-5upF-1 GAGCCAAGGACAGGTACGG ekson 1 19 57.7 
461 
HBB-ex2R-1 CAAAGGACTCAAAGAACCTC  20 50.8 
HBB-int1F-1 AGACTCTTGGGTTTCTGA ekson 2 18 50 
401 
HBB-int2R-1 CATTCGTCTGTTTCCCATTCTA  22 52.6 
HBB-int2F-1 CAATGTATCATGCCTCTTTGCA ekson 3 22 51.4 
666 
HBB-3dwR-1 GCAGCCTCACCTTCTTTCATGG  22 58.5 
 
3.2.4 Izvedba reakcije PCR 
 
Uporabili smo komplet reagentov KAPA HiFi Hot Start proizvajalca KAPA Biosystems. 
Reagente smo hranili v zamrzovalniku pri - 20 °C. Polimerazo DNA smo imeli na ledu 
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tudi med pripravo reakcijske mešanice (angl. »mastermix«). Volumen ene reakcije v 
mikrocentrifugirki je bil 25 µL. 













Začetna koncentracija / 5x 5 mM 5  µM 5  µM 1 U/µL / 
Končna koncentracija / 1x 0,3 mM 0,3  µM 0,3  µM 0,5 U / 
Volumen na reakcijo 1 µL 5 µL 1,5  µL 1,5  µL 1,5  µL 0,5 µL 14 µL 
 
Pogoje pomnoževanja v aparaturi PCR smo spreminjali in prilagajali sprotnim rezultatom. 
Želeli smo čim bolj specifično pomnožene regije gena, zato smo spreminjali temperaturo 
prileganja ZO, čas podaljševanja in število ciklov (Preglednica 4). 
 
Preglednica 4: Začetni pogoji reakcije PCR. Z zvezdico so označeni pogoji, ki smo jih tekom optimiziranja 
pomnoževanja spreminjali in se razlikujejo pri posameznih končnih pogojih za določeno regijo gena. 
Korak T (°C) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija  98 20 s 
30* Prileganje ZO 54* 15 s 
Podaljševanje 72 15 s* 
Končno podaljševanje 72 1 min 1 
 
3.2.5 Optimizacija pomnožitve eksonov 
Reakcijo pomnoževanja regij gena HBB smo začeli pri pogojih, ki jih predlaga 
proizvajalec kompleta (Preglednica 4). Nato smo glede na specifičnost pomnoževanja 
spreminjali temperaturo prileganja ZO, čas podaljševanja in število ciklov. Z orodjem 
OligoAnalyzer smo preverili, kakšna je predvidena temperatura prileganja ZO (Tm). Ker 
so se temperature prileganja pri vseh parih ZO precej razlikovale (Preglednica 2), smo 
podatke o temperaturah prileganja ZO primerjali z referenco Bento in sod. (2015). Glede 
na prej omenjene informacije smo za temperaturo prileganja ZO izbrali 54 °C pri vseh treh 
regijah. Na začetku smo pri tej temperaturi tudi preverili učinkovitost obeh pufrov, ki sta v 
kompletu. Pufer »GC rich« je namenjen pomnoževanju regij, ki so bogate z baznimi pari 
GC (več kot 70 %), pufer Fidelity pa omogoča boljšo zanesljivost encima polimeraze 
DNA. Naš cilj je bil pomnožitev posamezne regije gena HBB določene s pari ZO brez 
nespecifičnih pomnožkov, ki bi motili nadaljnje določanje nukleotidnega zaporedja po 
Sangerju. 
 
3.2.6 Analiza produktov PCR z agarozno gelsko elektroforezo 
Po vsaki reakciji PCR smo produkte analizirali z gelsko elektroforezo. Najprej smo 
produkte analizirali na agarozni gelski elektroforezi in nato, če smo z analizo gela potrdili 
specifičnost pomnoževanja, smo analizo ponovili še na poliakrilamidni gelski elektroforezi 
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z boljšo občutljivostjo. V nekaterih primerih je bil na agarozni gelski elektroforezi viden le 
en specifičen odsek DNA brez ozadja, vendar se je na poliakrilamidnem gelu isti produkt 
PCR izkazal kot nečist. Agarozni gel je bolj enostaven za pripravo in za analizo, zato smo 
produkte, za katere nismo bili prepričani, da so čisti, raje najprej analizirali s to metodo in 
šele nato na poliakrilamidnem gelu.   
 
Za analizo smo pripravljali 1,5 % agarozne gele, kar je ustrezna zamreženost za analizo 
dolžin DNA odsekov vseh treh regij eksonov. Posamezen gel smo pripravili tako, da smo v 
250-mililitrsko erlenmajerico zatehtali 1,13 g agaroze in dodali 75 mL 1x pufra TBE. 1x 
pufer TBE smo pripravili iz založne raztopine 10x TBE (Preglednica 5) tako, da smo 
skupaj zmešali 100 mL 10x TBE in 900 mL destilirane vode. Založna raztopina pufra je 
bila predhodno avtoklavirana. Vsebino erlenmajerice smo premešali in segrevali v 
mikrovalovni pečici dokler ni tekočina postala povsem bistra. Vmes smo večkrat 
premešali. Ko je bila agaroza povsem raztopljena, smo dodali toliko destilirane vode, 
kolikor je je med segrevanjem izhlapelo. Počakali smo nekaj minut, da se je raztopina 
nekoliko ohladila in nato v digestoriju dodali 4 µL EtBr. Vsebino erlenmajerice smo prelili 
v stojalo za gel in dodali glavniček z ustreznim številom žepkov. Po približno 30 minutah 
je gel strjen in pripravljen za uporabo. Skupaj s stojalom smo ga prestavili v posodo za 
elektroforezo in ga prekrili z 1x pufrom TBE tako, da je bil gel popolnoma prekrit. 
 
Preglednica 5: Sestava pufra TBE (10x). 
Reagent Količina 
Borova kislina 55 g 
Tris 108 g 
EDTA 11,85 g 
Destilirana voda Do 1000 mL 
 
V žepke agaroznega gela smo nanašali po 12 µL vzorca – 10 µL produkta PCR in 2 µL 
nanašalnega pufra. Vedno smo poleg produktov PCR v en žepek dodali še velikostni 
standard (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific) in sicer 1 µL velikostnega 
standarda, 2 µL nanašalnega pufra in 3 µL vode. Elektroforezo smo najprej izvajali pri 
napetosti 90 V in po nekaj minutah, ko je DNA vstopila v gel, pri napetosti 105 V. 
Ločevanje je potekalo približno 45 min. 
 
3.2.7 Analiza produktov PCR s poliakrilamidno elektroforezo 
Ko smo z agarozno gelsko elektroforezo ugotovili, da imamo čiste produkte PCR, smo le-
te preverili še s poliakrilamidno gelsko elektroforezo. Poliakrilamidni gel omogoča ločbo 
molekul DNA, ki se v dolžini razlikujejo le za nekaj baznih parov in tako omogoča boljšo 
ločljivost in občutljivost od agaroznega gela. Uporabili smo komplet za poliakrilamidno 
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gelsko elektroforezo proizvajalca BioRad. Najprej smo uporabljali 12 % gel, vendar smo 
kasneje začeli pripravljati 6 % gele za namen hitrejše in boljše ločbe.  
 
Preden smo pripravili gel, smo sestavili stekelca v stojalo za vlivanje gela. Uporabili smo 
distančno in krovno stekelce. Z vodo smo preverili, če sta stekelci ustrezno nameščeni 
tako, da stojalo ne pušča.  Če pripravljeno stojalo ni puščalo vode, smo jo odlili in začeli s 
pripravo poliakrilamidnega gela.  
 
Za pripravo 6 % gela smo v centrifugirki odmerili vodo, 10x pufer TBE, 40 % akrilamid, 
TEMED in APS. Sestavine in količine so navedene v Preglednici 6. TEMED in APS sta 
sestavini, ki omogočata polimeriziranje akrilamida, zato smo ju vedno dodali na koncu in 
po njunem dodatku gel takoj vlili v pripravljeno stojalo. Centrifugirko smo po dodatku 
vseh sestavin premešali in nato z avtomatsko pipeto vsebino prelili v stojalo med 
pripravljena stekelca. Pri tem smo pazili, da se niso tvorili mehurčki, ki bi kasneje motili 
ločbo DNA. Po vlitju gela smo med stekelca vstavili še glavniček z žepki. Po približno 20 
minutah je gel strjen in pripravljen za uporabo. 
 
Poliakrilamid in TEMED smo hranili v hladilniku pri 4 °C, APS v zamrzovalniku pri         
– 20 °C ter vodo in 10x pufer TBE pri sobni temperaturi. 
 
Preglednica 6: Sestava poliakrilamidnega gela. Navedene so količine za pripravo enega 6 % gela. 
Reagent  Količina 
Voda 11,25 mL 
40 % poliakrilamid 2,25 mL 
10x TBE 1,5 mL 
TEMED 15 µL 
APS 150 µL 
 
Stekla z gelom smo postavili v nosilec ter nosilec v posodo za elektroforezo. Nato smo 
odstranili glavniček in žepke očistili z avtomatsko pipeto. Vzorce za nanos v žepke smo si 
pripravili na parafilmu in sicer smo 10 µL produkta PCR dodali 2 µL nanašalnega pufra in 
vsebino nanesli v žepek. V en žepek smo vedno tudi nanesli velikostni standard in sicer 1 
µL, ki smo mu dodali 2 µL nanašalnega pufra in 3 µL vode. Ko smo analizirali produkte 
PCR bolnikov, smo želeli za eletroforezo porabiti čim manj DNA, zato smo v žepke 
nanesli po 5 µL produkta PCR in 1 µL nanašalnega pufra. Posodo za elektroforezo smo 
povezali z virom napetosti in pustili, da elektroforeza teče 60 min pri napetosti 80 V oz. 
dokler barvilo v nanašalnem pufru ni doseglo spodnjega roba gela. Ko smo zaustavili 
elektroforezo, smo odstranili stekelca iz nosilca v posodi za elektroforezo in ju ločili, da 
smo prišli do gela. Gel smo postavili v plastično posodico in ga prelili z raztopino EtBr s 
koncentracijo 1 µg/mL. Posodico smo postavili na stresalnik za 15 min, da se je gel 
enakomerno obarval. Nato smo raztopino EtBr odlili in gel prelili z destilirano vodo in 
počakali še 15 min, da se je gel razbarval, nato smo rezultate dokumentirali.  
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3.2.8 Analiza agaroznih in poliakrilamidnih gelov 
Tako agarozne kot poliakrilamidne gele smo dokumentirali z aparaturo ImageQuant LAS-
4000 pod svetlobo UV. S pripadajočim programom na računalniku smo zajeli slike. 
 
3.2.9 Čiščenje produktov PCR 
Produkte PCR bolnikov smo za namen sekvenciranja po Sangerju očistili preostalih ZO in 
dNTP. Uporabili smo komplet QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) za čiščenje 
produktov PCR. Komplet vsebuje kolono za vezavo DNA z zbirno epruveto, pufer za 
vezavo DNA (PB), pufer za spiranje (PE) in elucijski pufer (EB). Za elucijo smo namesto 
pufra uporabili vodo brez RNaz. 
 
Najprej smo izvedli testno čiščenje pomnožene DNA na vzorcih, ki smo jih pridobili za 
vpeljavo metode za pomnoževanje odsekov gena HBB. S tem smo želeli preveriti 
učinkovitost kompleta za čiščenje DNA. Šele nato smo očistili tudi vse produkte PCR 
bolnikov, ki smo jih nadalje uporabili za sekvenčno analizo. 
 
Produktu PCR bolnikov, kolikor ga je preostalo po analizi z elektroforezo (20 µL), smo 
dodali petkratno količino (100 µL) pufra PB in vzorec prenesli v kolono z zbirno epruveto. 
Centrifugirali smo 1 min pri centrifugalni sili 17.900 g. V zbirni epruveti se je nabrala 
tekočina, ki smo jo zavrgli in nato v kolono dodali 0,75 mL pufra PE. Kolono smo 
postavili v isto zbirno epruveto in ponovno centrifugirali 1 min pri enakih obratih. 
Odstranili smo zbrano tekočino in za temeljitejše čiščenje ponovili proces centrifugiranja 
še enkrat za 1 min pri 17.900 g. Sledila je elucija, zato smo zbirno epruveto zavrgli, kolono 
postavili v sterilno mikrocentrifugirko in dodali 30 µL vode brez RNaz. Pri tem smo pazili, 
da smo vodo dodali na sredino membrane kolone za popolno elucijo očiščene DNA. Po     
1 min smo spet centrifugirali pri enakih pogojih kot v prejšnjih korakih. Pridobili smo 
približno 28 µL očiščene DNA. 
 
3.2.10 Priprava vzorcev za sekvenciranje 
Očiščene vzorce DNA bolnikov smo poslali na sekvenciranje podjetju Eurofins Genomics 
v Nemčijo. Vzorce DNA smo za sekvenciranje pripravili tako, da smo v sterilno 
mikrocentrifugirko  dali 5 µL očiščene pomnožene DNA z ocenjeno koncentracijo 10 
ng/µL in 5 µL smiselnega oz. protismiselnega ZO s koncentracijo 5 µM. Na vsako 
mikrocentrifugirko smo nalepili  kodo, s katero smo lahko sledili rezultatom sekvenciranja. 
Za vsak ekson pri vsakem bolniku smo želeli branje sekvence v obeh smereh, zato smo na 
sekvenciranje poslali vzorce tako s smiselnim ZO kot s protismiselnim ZO. Skupaj smo 
tako poslali sekvencirati 30 vzorcev pomnožene DNA bolnikov: po trije pomnoženi eksoni 
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gena HBB petih vzorcev izbranih oseb (Slika 6), izbrane tri regije smo brali v smiselni in 
protismiselni smeri. 
 
3.2.11 Pregled sekvenčnih datotek 
Rezultate sekvenciranja smo pridobili v oblikah datotek ab1, pdf za elektroferogarme, in 
seq za golo sekvenčno zaporedje. Za odpiranje datotek oblike ab1 smo uporabili 
računalniški program Chromas, ki je prosto dostopen, Adobe reader smo uporabili za 
datoteke pdf. Programa smo primerjali med seboj in za pregled elektroferogram raje 
uporabili Chromas, ki omogoča bolj enostavno iskanje določenega nukleotida v sekvenci. 
Za preverjanje ujemanja regij z referenčnim zaporedjem smo uporabili orodje BLAST. 
Primerjali smo dobljena nukleotidna zaporedja vzorcev bolnikov z referenčnim 
zaporedjem gena HBB NG_059281.1 Za to smo uporabili datoteke seq, ki imajo že 
odrezane konce s slabo kvaliteto branja. S programom Chromas smo tudi natančno 
preverili vse datoteke za morebitne heterozigotne zamenjave nukleotidov. 
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4 REZULTATI 
4.1 BIOINFORMACIJSKA ANALIZA GENA HBB 
Gen HBB nosi informacijo za podenoto beta hemoglobina, ki spada v družino globinov. 




Slika 7: Kariogram človeškega genoma. Gen HBB (označen z rdečo puščico) se nahaja na lokaciji 11p15.4 
(Ensembl; Zerbino in sod., 2018) 
 
 
Slika 8: Shematski prikaz gena HBB. Z rdečo barvo sta označeni regiji UTR, modra barva označuje eksone in 
črta predstavlja introne (povzeto po Ensembl). 
 
S pomočjo zbirke UniProt smo določili vezavna mesta proteina HBB, da smo kasneje lažje 
umestili določene različice gena HBB (Preglednica 7). 
 
Preglednica 7: Vezavna mesta produkta gena HBB. Lega vezavnih mest je prikazana na Slika 9 (povzeto po 
UniProt). 
Ligand Vezavno mesto (zaporedna aminokislina) 
2,3-BPG 2, 3, 83, 144 
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4.1.1 Različice gena HBB povezane z družinsko eritrocitozo 
S pomočjo zbirk PubMed in HbVar ter orodja Ensembl smo zbrali vse opisane različice 
gena HBB, ki so povezane z DE. Do sedaj je v zbirki LOVD opisanih 911 različic gena 
HBB, od tega jih je glede na objave v literaturi in zbirko HbVar z DE povezanih 91. Na 
ravni proteina je znanih 83 različic hemoglobina, ki so povezane z DE. Veliko različic je 
bilo odkritih pred mnogimi leti, ko genetika še ni bila razvita. Spremembe so takrat 
ugotavljali na ravni proteinov z elektroforezo. Različice hemoglobina, ki so po dogovoru 
imenovane po geografskih mestih odkritja, potujejo drugače kot fiziološki hemoglobin. 
Spremembe so na ta način identificirane le na ravni aminokisline. S pomočjo zbirke HbVar 
in orodja Ensembl smo tem različicam hemoglobinov poiskali tudi odgovarjajočo 
spremembo nukleotidnega zaporedja in identifikacijsko številko (Preglednica 8).
 
 
Preglednica 8: Različice hemoglobina in gena HBB v povezavi z DE. Z boleznijo je povezanih 83 variant hemoglobina, različice so bile v literaturi objavljene v 






Številka rs Ekson Vir 
Hb Baden c.55G>A p.V19M rs35802118 1 Lee in Harrison, 2017 
Hb Olympia c.61G>A p.V21M rs35890959 1 Stamatoyannopoulos in sod., 1968 
Hb Trollhättan c.62T>A p.V21E rs33918474 1 Landin in sod., 1994 
Hb Palmerston North c.70G>T p.V24F rs33929459 1 Brennan in sod., 1982 
Hb Strasbourg c.71T>A p.V24D rs33945546 1 Bissé in sod., 1998 
Hb Zoeterwoude c.71T>C p.V24A rs33945546 1 Harteveld in sod., 2005 
Hb Grange-Blanche c.83C>T p.A28V rs33954632 1 Baklouti in sod., 1987 
Hb Badalona c.94C>G p.L32V rs33956555 2 Junca in sod., 2002 
Hb Brie Comte Robert c.109C>G p.P37A rs33948615 2 Wajcman in sod., 1999 
Hb La Coruña c.116C>T p.T39I rs34703513 2 Ropero in sod., 2006 
Hb Nantes c.103G>C p.V35L rs1141387 2 Wajcman in sod., 2003 
Hb Pitie-Salpetriere c.103G>T pV35F rs1141387 2 Blouquit in sod., 1980 
Hb Linköping c.109C>A p.P37T rs33948615 2 Berlin in sod., 1987 
Hb North Chicago c.109C>T p.P37S rs33948615 2 Rahbar in sod., 1985 
Hb Vila Real c.110C>A p.P37H rs33993004 2 Bento in sod., 2000 
Hb Sunnybrook c.110C>G p.P37R rs33993004 2 Ali in sod., 1988 
Hb Hinwil c.116C>A p.T39N rs34703513 2 Frischknecht in sod., 1996 




p.G57R in p.A87P rs33935983 in rs33952147 2 Lacombe in sod., 1985 
Hb Brisbane/Great 
Lakes 
c.206T>A p.L69H rs33972593 2 Brennan in sod., 1981; Rahbar in sod., 1981 













































































Številka rs Ekson Vir 
Hb Tsurumai c.247A>C p.K83Q rs33940051 2 Ohba in sod., 1996 
Hb Gambara c.247A>G p.K83E rs33940051 2 Ivaldi in sod., 1997 
Hb Rahere c.248A>C p.K83T rs33987903 2 Lorkin in sod, 1975 
Hb Helsinki c.248A>T p.K83M rs33987903 2 Ikkala in sod., 1976 
Hb Providence c.249G>Y p.K83N rs33991993 2 Bardakjian in sod., 1985 




p.A87I rs33952147 in rs35819837 2 Hoyer in sod., 2011 
Hb Olomouc c.260C>A p.A87D rs35819837 2 Indrak in sod., 1987 
Hb Vanderbilt c.268A>C p.S90R rs35351128 2 Paniker in sod., 1978 
Hb Créteil c.269G>A p.S90N rs33917628 2 Poyart in sod., 1978 




p.E91D rs35002698 2 Baklouti in sod., 1988 
Hb Bunbury c.283G>A p.D95N rs33959340 2 Walker in sod., 2007 
Hb Barcelona c.283G>C p.D95H rs33959340 2 Wajcman in sod., 1982 
Hb Geldrop St. Anna c.283G>T p.D95Y rs33959340 2 Harteveld in sod., 2005 
Hb Regina c.289C>G p.L97V rs34665886 2 Devaraj in sod., 1985 
Hb Santa Clara c.292C>A p.H98N rs33950993 2 Hoyer in sod., 2003 




p.H98Q rs34515413 2 Boyer in sod., 1972 
Hb Kempsey c.298G>A p.D100N rs33954595 2 Reed in sod., 1968 














































































Številka rs Ekson Vir 
Hb Radcliffe c.299A>C p.D100A rs33971048 2 Weatherall in sod., 1977 
Hb Hotel-Dieu c.299A>G p.D100G rs33971048 2 Blouquit in sod., 1981 




p.D100E rs34013622 2 Tamagnini in sod., 1991 
Hb New Mexico c.302C>G p.P101R rs33965000 2 Moo-Penn in sod., 1985 
Hb Brigham c.302C>T p.P101L rs33965000 2 Lokich in sod., 1973 
Hb British Columbia c.304G>A p.E102K rs33966487 2 Jones in sod., 1976 




p.E102D rs35209591 2 Rubin in sod., 1978 
Hb Yakima c.298G>C p.D100H rs33954595 2 Novy in sod., 1967 




p.F104L rs33921589 ali rs35067717 2 Whitein sod., 1973; Shin in sod., 2017 
Hb Sparta c.310T>G p.F104V rs33921589 2 Hoyer in sod., 2003 
Hb Sherwood Forest c.314G>C p.R105T rs33911434 2 Ryrie in sod., 1977 
Hb South Milwaukee c.316C>T p.L106F rs34022507 3 Honig in sod., 1990 
Hb Little Rock 
c.432C>A ali 
c.432C>G 
p.H144Q rs36020563 3 Bare in sod., 1974 
Hb San Diego c.328G>A p.V110M rs33969677 3 Nute in sod., 1974 
Hb Vexin c.350A>T p.H117L rs33978082 3 Wajcman in sod., 2003 
Hb Ty Gard c.374C>A p.P125Q rs33983276 3 Bursaux in sod., 1978 
Hb Saint-Jacques c.421G>A p.A141T rs34980264 3 Rochette in sod., 1984 

















































































p.L142V in    
p.145K-Y-H →0 
rs33970699 in rs33964352 3 Miyazaki in sod., 2005 
Hb Ohio c.428C>A p.A143D rs33921821 3 Moo-Penn in sod., 1980 
Hb Waterland c.428C>T p.A143V rs33921821 3 van Zwieten in sod., 2014 
Hb Syracuse c.431A>C p.H144P rs33918338 3 Jensen in sod., 1975 




p.V110L rs33969677 3 Jones in sod., 1990; Agarwal in sod., 2007 
Hb Cambridge MA c.433 A>T p.K145 -> 0 rs33964352 3 Oliveira in sod., 2010 
Hb San Cataldo c.434A>C p.K145T / 3 Vinciguerra in sod., 2016 
/ c.412G>A p.V138M rs748704616 3 Jang in sod., 2014 
Hb Andrew-
Minneapolis 
c.435G>C p.K145N rs35020585 3 Zak in sod., 1974 
Hb Osler/Fort Gordon c.436T>A p.Y146N rs33949869 3 Kleckner in sod., 1975 
Hb Bethesda c.436T>C p.Y146H rs33949869 3 Schmidt in sod., 1976 
Hb Nancy c.436T>G p.Y146D rs33949869 3 Préhu in sod., 1998 
Hb Rainier c.437A>G p.Y146C rs35117167 3 Stamatoyannopoulos in sod., 1971 
Hb McKees Rocks c.438T>A p.146 Y-H → 0 rs35291591 3 Winslow in sod., 1976 
Hb Hiroshima c.439C>G p.H147D rs33961444 3 Hamilton in sod., 1969 
Hb Hallamshire/Hb 
Bologna-St.Orsola  
c.439C>T p.H147Y rs33961444 3 Leach in sod., 1996; Ivaldi in sod., 1999 
Hb York c.440A>C p.H147P rs33954264 3 Misgeld in sod., 2001 
Hb Cowtown c.440A>T p.H147L rs33954264 3 Schneider in sod., 1979 
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Glede na zbrane podatke je razvidno, da so različice gena povezane z DE prisotne na vseh 
treh eksonih gena. Na podlagi tega smo se odločili, da je za potrditev ECYT6 pri bolnikih 
potrebno sekvenciranje vseh treh eksonov.  
 
4.1.2 Umestitev različic v zaporedje gena 
Različice nukleotidnega zaporedja gena iz Preglednice 8 smo prikazali na referenčnem 
zaporedju (Slika 9). Ker so vse zbrane različice na kodirajočih regijah gena, so na shemi 
prikazani eksoni brez intronov. Na isti shemi smo prikazali vezavna mesta produkta gena 
HBB in vse nukleotide, katerih zamenjave so povezane z DE. Na ta način smo znane 
različice umestili v različna pomembna področja gena. V nekaterih primerih je na istem 
nukleotidu znanih več različic, ki kodirajo različne aminokisline, zato je rumeno obarvanih 




Slika 9: Prikaz gena HBB z različicami, povezanimi z DE. Prikazano je kodirajoče področje gena z ustreznim 
aminokislinskim zaporedjem. Nukleotidno zaporedje eksona 1 in 3 je za boljšo preglednost označeno s 
črnimi črkami in zaporedje eksona 2 z modrimi črkami. 
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4.2 OPTIMIZACIJA POMNOŽEVANJA EKSONOV GENA HBB 
Različice gena HBB, povezane z DE, se nahajajo na eksonskih regijah gena, zato smo v 
analizo vključili vse tri eksone. Optimizacija je potekala na vzorcih DNA, ki smo jih 
pridobili s Hematološke klinike, UKC Ljubljana. Po optimizaciji postopka za pomnožitev 
vseh treh eksonov smo uporabili DNA bolnikov in zdrave osebe, ki smo jih prav tako 
pridobili s Hematološke klinike, za namen sekvenciranja DNA po Sangerju. 
 
V prvem koraku optimizacije smo preverili, kateri pufer v kompletu reagentov za PCR je 
bolj optimalen za pomnoževanje regij gena HBB. Komplet vsebuje pufer »Fidelity« in 
pufer »GC rich«, ki je namenjen pomnoževanju regij, ki imajo velik delež nukleotidov G in 
C. Čeprav nobena od regij, ki smo jih želeli pomnožiti, nima visoke vsebnosti GC baznih 
parov, smo se vseeno želeli prepričati o učinkovitosti obeh pufrov (Slika 10). 
 
 
Slika 10: Preverjanje učinkovitosti pufrov v kompletu za PCR KAPA HiFi HotStart. GC – pufer »GC rich«, 
F – pufer »Fidelity«. Pomnoževanje je bilo v vseh primerih bolj uspešno s pufrom »Fidelity«. S puščicami so 
označene velikosti pomnožkov. 
 
V nadaljevanju smo uporabljali le pufer Fidelity, saj je s Slike 10 razvidno, da omogoča 
bolj specifično pomnoževanje vseh treh eksonov gena HBB. Naslednji korak je bil 
spreminjanje protokola, ki narekuje pogoje za pomnoževanje DNA v aparaturi za PCR. Pri 
30 
Marentič A. Analiza genetske variabilnosti gena HBB pri družinski eritrocitozi.   




vseh treh regijah, ki smo jih pomnoževali, smo začeli z enakimi pogoji (Preglednica 4). 
Glede na dobljene rezultate, ki smo jih preverili na agarozni ali poliakrilamidni 
elektroforezi, smo pogoje spreminjali, dokler nismo dobili popolnoma specifično 
pomnoženih regij eksonov gena brez nespecifično pomnoženih fragmentov DNA, ki bi 
lahko motili določanje nukleotidnega zaporedja. Pogoji reakcije PCR, ki smo jih po potrebi 
spreminjali, so temperatura prileganja ZO, čas podaljševanja in skupno število ciklov 
denaturacije, prileganja ZO in podaljševanja. Vedno smo spreminjali le po en parameter 
hkrati. 
 
4.2.1 Optimizacija pomnoževanja regije eksona 1 
Produkt PCR regije eksona 1 gena HBB z izbranimi ZO obsega 461 bp. Pogoji reakcije, ki 
smo ji spreminjali tekom optimizacije pomnoževanja tega odseka gena, so temperatura 
prileganja ZO, čas podaljševanja in skupno število ciklov denaturacije, prileganja ZO in 
podaljševanja. 
 
Začeli smo z ugotavljanjem optimalne temperature prileganja ZO, čas podaljševanja smo 
pustili na 15 s in skupno število ciklov na 30. Začetno temperaturo prileganja ZO smo 
izbrali glede na lastnosti ZO in glede na priporočila Bento in sod (2015). Začeli smo s 
temperaturo 54 °C in jo nato zaradi nespecifičnih produktov (Slika 11A) višali po 2 °C, 
dokler nismo dobili manj nespecifičnih produktov. Nato smo temperaturo višali le še po 1 
°C (Slika 11B), dokler ni začela upadati količina našega produkta (Slika 11C). Ker je 
začela količina želenega produkta upadati, hkrati pa je bilo na poliakrilamidnem gelu še 
vedno prisotno nespecifično ozadje (Slika 11D), smo poizkusili z nižanjem števila ciklov 
iz 30 na 25. To je sicer pomagalo, da smo se znebili ozadja, hkrati pa je tudi močno upadla 
količina želenega produkta PCR. Število ciklov smo zato nazaj povišali na 30 in skrajšali 
čas podaljševanja s 15 s na 8 s (Slika 11E). S tem smo onemogočili pomnoževanje 
nespecifičnih produktov, saj so bili daljši od našega želenega produkta. Končni pogoji 
pomnoževanja so navedeni v Preglednici 9. 
 
31 
Marentič A. Analiza genetske variabilnosti gena HBB pri družinski eritrocitozi.   






Slika 11: Prikaz optimizacije pomnoževanja eksona 1 gena HBB. Na sliki so označene temperature prileganja 
ZO. Puščice označujejo velikost DNA 461 bp. A – prisotnih je veliko nespecifičnih produktov 
pomnoževanja, zato je bilo potrebno višanje temperature prileganja ZO. B – prisoten je en nespecifičen 
produkt. C – Prisoten je le naš želen produkt, količina začne upadati pri 68 °C. D – Produkte PCR s slike C 
smo preverili na poliakrilamidni elektroforezi, kjer so še vedno vidni šibki pasovi nespecifičnih produktov. E 
– Skrajšali smo čas podaljševanja iz 15 s na 8 s, s čimer smo se znebili nespecifičnih pasov na 
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Preglednica 9: Končni pogoji pomnoževanja regije eksona 1 gena HBB. 
Korak Temperatura (°C) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s 
30 Prileganje ZO 66 15 s 
Podaljševanje 72 8 s 
Končno podaljševanje 72 1 min 1 
 
4.2.2 Optimizacija pomnoževanja regije eksona 2 
Produkt pomnoževanja regije eksona 2 je dolg 401 bp. Začeli smo s pogoji, ki so opisani v 
Preglednici 4. Začetno temperaturo prileganja ZO smo, tako kot za pomnoževanje ostalih 
dveh eksonov, izbrali glede na informacije Bento in sod. (2015).  
 
Temperaturo prileganja ZO smo višali, zaradi prisotnosti nespecifičnih produktov, najprej 
po dve stopinji (Slika 12A) in nato po eno stopinjo (Slika 12B). Na agaroznem gelu je bilo 
videti, da že imamo optimalne pogoje (Slika 12B), a se je nato na poliakrilamidnem gelu, 
ki ima boljšo ločljivost, izkazalo, da so še vedno prisotni odseki DNA, ki predstavljajo 
neželene produkte (Slika 12C). Ozadje smo odpravili s krajšanjem časa podaljševanja 
(Slika 12D). Končni pogoji so navedeni v Preglednici 10. 
 
 
Slika 12: Prikaz optimizacije pomnoževanja eksona 2 gena HBB. Na sliki so označene temperature prileganja 
ZO. Puščice označujejo velikost DNA 401 bp. A – Začetne temperature prileganja ZO niso bile optimalne, 
saj je prisotnih veliko nespecifičnih fragmentov. B – Z višanjem temprerature ZO smo na agaroznem gelu 
videli le naš produkt. C – Pod istimi pogoji kot na sliki B so na poliakrilamidnem gelu vidne lise nad želenim 
produktom. D – Namesto višanja temperature smo skrajšali čas podaljševanja in na poliakrilamidnem gelu 
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Preglednica 10: Končni pogoji pomnoževanja regije eksona 2 gena HBB. 
Korak Temperatura (°C) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s 
30 Prileganje ZO 63,5 15 s 
Podaljševanje 72 7 s 
Končno podaljševanje 72 1 min 1 
 
4.2.3 Optimizacija pomnoževanja regije eksona 3 
Produkt reakcije pomnoževanja 3. eksona je dolg 666 bp. Pri optimizaciji reakcije PCR 
smo bili uspešni le z višanjem temperature prileganja ZO. Slika 13 prikazuje višanje 
temperature do 66 °C. Že pri 62 °C smo na agaroznem gelu videli le eno liso, vendar se je 
na poliakrilamidnem gelu izkazalo, da so prisotne nečistoče, zato smo temperaturo smo 
morali še višati do 66 °C. V Preglednici 11 so navedeni končni pogoji pomnoževanja. 
 
 
Slika 13: Prikaz optimizacije pomnoževanja eksona 3 gena HBB. Na sliki so označene temperature prileganja 
ZO. Puščice označujejo velikost DNA 666 bp. A – Začetno višanje temperature prileganja ZO. B – Na 
agaroznem gelu so vidni le specifično pomnožene regije. C – Produkti s slike B na poliakrilamidnem gelu, 
kjer je vidna zelo blede lise nespecifično pomnoženega področja. D – Na poliakrilamidnem gelu vidimo le 
naš želen pomnožen produkt PCR. 
 
Preglednica 11: Končni pogoji pomnoževanja regije eksona 3 gena HBB. 
Korak Temperatura (°C) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 98 20 s 
30 Prileganje ZO 66 15 s 
Podaljševanje 72 15 s 
Končno podaljševanje 72 1 min 1 
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4.3 POMNOŽEVANJE REGIJ GENA HBB PRI BOLNIKIH 
S pomočjo vzpostavljenega protokola za pomnožitev regij treh eksonov gena HBB smo z 
izbranimi pogoji reakcije PCR (Preglednica 9, Preglednica 10 in Preglednica 11) pomnožili 
DNA oseb iz dveh družin.  Osebe vključene v raziskavo so negativne na PV in imajo sum 
na DE, saj imajo povišano število eritrocitov ter povišan hemoglobin ter hematokrit. 
Pomnožili smo tudi vzorec DNA zdravega družinskega člana (Slika 6). Pri vzorcih treh 
bolnikov smo z vpostavljenim protokolom za reakcijo PCR poleg želenih produktov 
pomnožili še nespecifične produkte (Slika 14 – vzorci 1, 2 in 5). Ozadje je predvsem vidno 
pri pomnoževanju eksona 1 in eksona 2. Pri teh treh vzorcih je koncentracija DNA zelo 
visoka, kar se vidi po močni obarvanosti žepkov na poliakrilamidnem gelu (Slika 14). 
 
 
Slika 14: Pomnožene regije gena HBB pri bolnikih in zdravi osebi na poliakrilamidnem gelu. Puščice 
označujejo velikost posameznih pomnoženih regij. Pri vzorcih 1, 2 in 5 so pri eksonu 1 in eksonu 2 prisotni 
nespecifično pomnoženi produkti, zato je bilo potrebno redčenje DNA. Legenda: 1 – oseba AAA2-P1M, 2 – 
oseba AAA1-P1M, 3 – oseba AAB1-N1M, 4 – AAB1-P1F, 5 – oseba AAB2-P2M, NK – negativna kontrola 
(Slika 6). 
 
Predvidevali smo, da je vzrok za nespecifično ozadje previsoka koncentracija DNA oseb, 
ki smo jo uporabili za reakcijo PCR. DNA smo nato redčili 5x in ponovili reakcijo PCR. 
Tokrat so bili rezultati uspešni (Slika 15). Dobljene pomnožene regije gena HBB bolnikov 
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Slika 15: Pomnoženi odseki gena HBB pri treh osebah z redčeno DNA na poliakrilamidnem gelu. Puščice 
označujejo velikost posameznih pomnoženih regij. Legenda: 1 – oseba AAA2-P1M, 2 – oseba AAA1-P1M, 
5 – oseba AAB2-P2M, NK – negativna kontrola 
 
4.4 SEKVENČNA ANALIZA GENA HBB PRI BOLNIKIH  
Nukleotidno zaporedje izbranih pomnoženih regij gena HBB vzorcev je bilo določeno z 
metodo sekvenciranja DNA po Sangerju. Rezultate smo pridobili v elektronski obliki v 
različnih formatih datotek. Za ugotavljanje razlik preiskovanih vzorcev z referenčnim 
zaporedjem HBB smo uporabili datoteke oblike seq, ki vsebujejo črkovno nukleotidno 
zaporedje z že odstranjenimi začetnimi in končnimi deli sekvenc s slabo zanesljivostjo 
branja. Z orodjem BLAST smo pridobljena nukleotidna zaporedja primerjali z referenčnim 
zaporedjem NG_059281.1. Pregledali smo tudi vse elektroferograme oblike ab1 z 
računalniškim programom Chromas za morebitne heterozigote. 
 
Pri analizi sekvenc gena HBB oseb iz družin z DE smo pri vseh petih osebah našli tri 
različice gena HBB (Slika 16, Preglednica 12). Vse tri različice so v literaturi opisane kot 
neškodljive (benigne). Zamenjava nukleotida c.9T>C je v kodirajoči regiji v prvem 
eksonu, ostali dve, c.315+16G>C in c.316-185, sta v drugem intronu. Poimenovanje 
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Slika 16: Elektroferogrami sekvenčne analize bolnikov in zdrave osebe. Pri vseh osebah smo našli enake 
različice: c.9T>C, c.315+16G>C in c.316-185C>T. 
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Preglednica 12: Različice gena HBB pri sekvenčni analizi bolnikov. 
Zamenjava nukleotida  Regija gena Številka rs Posledica 
c.9T>C Ekson 1 rs713040 Enakosmiselna zamenjava  
c.315+16G>C Intron 2 rs10768683 Intronska različica 
c.316-185C>T Intron 2 rs1609812 Intronska različica 
 
Vse določene zamenjave nukleotidov so navedene v orodju Ensembl in imajo svoje 
številke rs ter niso patogene. V Preglednici 13 so navedeni genotipi analiziranih različic 
gena. Polimorfizem c.9T>C je sicer na zelo pomembnem mestu v genu, saj je pripadajoča 
aminokislina vezavno mesto za 2,3-BPG, vendar gre v tem primeru za enakosmiselno 
(sinonimno) zamenjavo nukleotida, kar pomeni, da ne pride do zamenjave aminokisline. 
Na Sliki 17 so prikazane lege različic, ki smo jih našli pri preiskovanih vzorcih. 
 




AAA1-P1M AAA2-P1M AAB1-N1M AAB1-P1F AAB2-P2M 
c.9T>C CC CC CT CC CT 
c.315+16G>C CC CC CG CC CG 
c.316-185C>T TT TT TC TT TC 
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Slika 17: Prikaz lege identificiranih različic gena HBB pri preiskovanih osebah na referenčnem zaporedju 
gena. Rdeče črke označujejo regije UTR, modre črke eksone in sive črke označujejo introne. V rumenih 
okvirčkih so označene lege različic. 
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5.1 GEN HBB IN RAZLIČICE HEMOGLOBINA 
V literaturi je opisanih več kot 100 različic hemoglobina, ki povzročijo visoko afiniteto 
hemoglobina do kisika (Bento, 2018; HbVar). Največ teh različic se nahaja na genu HBB, 
manjši delež pa na genu HBA, ki nosi zapis za podenoto alfa hemoglobina (Bento in sod., 
2013; HbVar). Hemoglobini s previsoko afiniteto do kisika lahko povzročijo eritrocitozo, 
saj se kisik ne sprosti v dovoljšnji meri v tkiva, kar vodi v kronično hipoksijo. Zaradi 
hipoksije je produkcija EPO ves čas povišana, kar povzroči previsoko koncentracijo 
eritrocitov v krvi (McMullin, 2008). 
 
Cilj naloge je bila opredelitev regij in domen gena HBB ter vezavnih mest produkta gena. S 
pomočjo informacij, ki smo jih pridobili v spletnem genomskem brskalniku Ensembl  smo 
narisali shemo gena in s pomočjo podatkovne zbirke proteinov Uniprot določili vezavna 
mesta podenote beta hemoglobina. Vsem dobljenim informacijam smo na isto sliko dodali 
še nukleotide, katerih različice so povezane z DE (Slika 9). Na ta način smo prikazali 
prekrivanje pomembnih regij gena z nukleotidi, ki vodijo v DE. Predvidevali smo, da je 
najbolj pomembna regija gena HBB v kontekstu eritrocitoz vezavno mesto za 2,3-BPG. Ta 
molekula z vezavo na hemoglobin povzroči zmanjšanje afinitete do kisika in posledično 
sprostitev kisika s hemoglobina. Če je v tej regiji gena HBB prisotna zamenjava 
nukleotida, je lahko posledica nezmožnost vezave 2,3-BPG na hemoglobin in s tem 
previsoka afiniteta hemoglobina do kisika. Ugotovili smo, da sta od štirih aminokislin, ki 
so udeležene v vezavna mesta molekule 2,3-BPG, dve povezani z DE (Slika 9). Druga in 
tretja aminokislina podenote beta hemoglobina, ki sta vezavno mesto za 2,3-BPG, nista 
povezani z DE. Verjetno je, da te regije niso tako pomembne oz. se v veliki večini 2,3-
BPG veže na ostali dve vezavni mesti, kar zadošča za normalno funkcijo hemoglobina. 
Hipoteza je lahko tudi ravno nasprotna: zamenjave nukleotidov na teh mestih so letalne že 
v zgodnjem razvoju in jih zato pri ljudeh ni moč zaznati. 
 
Naslednje pomembno vezavno mesto gena HBB je mesto, kjer se na hemoglobin veže 
železo. Tudi tu smo pričakovali večino nukleotidov povezanih z DE, vendar na teh dveh 
mestih ni genetskih variant, v literaturi povezanih z DE (Slika 9). Kisik se prek železa veže 
na hemoglobin, zato so vezavna mesta za železo ključnega pomena za funkcijo 
hemoglobina. V tem primeru prav tako predpostavljamo, da zamenjave nukleotidov na teh 
mestih niso združljive z življenjem. 
 
Glede na pregled literature (Thom in sod., 2013) smo ugotovili, da je za optimalno 
afiniteto do kisika odgovornih več regij hemoglobina. Ključnega pomena so med drugim 
terminalni konci C podenot hemoglobina, saj so udeleženi v stičišče podenot α1β2. To 
območje je pomembno za prehod hemoglobina iz stanja R v stanje T, ki omogoča 
sprostitev kisika s hemoglobina. Vsi nukleotidi terminalnega konca C HBB so povezani z 
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DE. V tej regiji gena je še posebej pomembno območje, ki kodira zadnjo aminokislino 
histidin. Ta pomembno vpliva na Bohrov efekt z vezavo na asparagin na 95. mestu (Perutz 
in sod., 1984.). Tudi na asparaginu na 95. mestu so znane zamenjave nukleotidov, ki vodijo 
do DE. V stičišče α1β2 je prav tako udeleženih več aminokislin na različnih predelih gena. 
Na teh mestih je znanih več visokoafinitetnih različic hemoglobina. 
 
Našli smo tudi različice hemoglobina, katerih zamenjave nukleotidov niso na omenjenih 
regijah. Hemoglobin je tetramer, ki je v veliki meri odvisen od alosteričnih dejavnikov in 
kooperativnosti podenot. Vsaka sprememba aminokislinskega zaporedja lahko prispeva k 
zmanjšani kooperativnosti in posledično spremenjenim lastnostim hemoglobina. 
Spremenjene lastnosti so tako lahko tudi previsoka afiniteta do kisika (Thom in sod., 
2013). 
 
Glede na shematski prikaz različic je razvidno, da se različice nahajajo po celotni 
kodirajoči regiji gena HBB. Za identifikacijo različic tega gena pri bolnikih z DE je tako 
potrebno sekvenciranje vseh treh eksonov. Poudariti moramo, da smo izpostavili le 
različice hemoglobina, ki so povezane z DE. Hemoglobin je pomemben protein in je 
povezan še z mnogimi drugimi hematološkimi boleznimi. V genu HBB je skoraj vsak 
nukleotid povezan s katero od teh bolezni. 
 
5.1.1 Podatkovna zbirka HbVar 
Za pridobivanje podatkov o variantah hemoglobina smo med drugim uporabili zbirko 
HbVar. V iskalni niz lahko vpišemo ime različice hemoglobina in pridobimo podatke o 
zamenjavi nukleotida in klinični sliki. Zbirka vsebuje tudi že zbrane variante hemoglobina 
po sklopih, med njimi je tudi seznam vseh visokoafinitetnih različic hemoglobina. Ker smo 
se iskanja različic najprej lotili s pregledom literature z iskanjem prek PubMed, smo s 
pomočjo zbirke HbVar zajeli večino spregledanih različic. Zanimalo nas je, ali je vse 
različice opisane v HbVar, možno najti tudi prek zbirke PubMed, in obratno, ali so vse 
objave v literaturi zabeležene tudi v zbirki HbVar. Ugotovili smo, da v zbirki HbVar ni 
navedena različica Hb Seoul, ki so jo identificirali Shin in sod. (2016). Jang in sod. (2014) 
so opisali različico c.412G>A; p.V138M, ki je prav tako ni v HbVar. Osemintridesetim 
bolnikom z eritrocitozo so sekvencirali šest genov povezanih z DE (HBB, HBA2, VHL, 
EGLN1, EPAS1 in EPOR). Pri enem bolniku so našli omenjeno zamenjavo nukleotida in ni 
navedena v zbirki HbVar.  
 
V literaturi več objav omenja različico Hb Heathrow z zamenjavo nukleotida c.312T>C, ki 
je zabeležena v HbVar. V eni od objav smo našli zamenjavo nukleotida c.310T>C, ki 
privede do enake zamenjave aminokisline kot v primeru c.312T>C, vendar sprememba 
c.310T>C ni navedena v HbVar. Med pregledovanjem vseh različic visokoafinitetnih 
hemoglobinov v zbirki HbVar smo naleteli tudi na varianti Hb Vancleave (c.431A>T) in 
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Hb Gavle (c.311T>A). Našli nismo niti ene objave, ki bi potrjevala obstoj teh različic, še 
manj pa povezave z DE, zato ju nismo vključili v Preglednico 8. Različica Hb San Cataldo, 
c.434A>C (Vinciguerra in sod., 2016),  je zabeležena v zbirki HbVar na seznamu 
visokoafinitetnih različic hemoglobina, nima pa številke rs oz. je na tem nukleotidu v 
brskalniku Ensembl navedena le zamenjava  c.434A>T, ki vodi v Hb Barbizon in ni 
povezan z DE. 
 
Težave pri pridobivanju podatkov znanih polimorfizmov, povezanih z DE, nam je 
predstavljala neenotna terminologija, ki se uporablja za opis bolezni. Nekateri uporabljajo 
izraz kongenitalna eritrocitoza, kar nakazuje, da gre za eritrocitozo, ki je prisotna vse 
življenje. Izraz sicer ni sopomenka izrazu družinska eritrocitoza, saj kongenitalna 
eritrocitoza ni nujno dedna oblika. Naslednji sinonim, ki se pogosto uporablja v zvezi z 
eritrocitozo je policitemija. Izraz se predvsem uporablja za opis pridobljene primarne 
oblike eritrocitoze - policitemija vera, izraz pa je tudi precej razširjen kot sinonim za 
splošen izraz za eritrocitozo. Zasledili smo tudi pojem eritremija, ki je tudi sopomenka za 
eritrocitozo, vendar se skoraj ne uporablja več.  
 
Naslednjo težavo nam je predstavljalo dejstvo, da je različic hemoglobina ogromno in se 
pojavljajo pri različnih hematoloških boleznih. V večini objav je tako v naslovu in izvlečku 
opisana različica hemoglobina in njene lastnosti, šele ob pregledu celotnega članka pa 
ugotovimo, da so jo odkrili pri bolniku s povišanim hematokritom in več družinskih članih 
in jo zato povezujejo z dedno obliko eritrocitoze. 
 
S temeljitim pregledom literature smo torej določili vse do sedaj znane različice gena HBB, 
ki povzročajo DE. Našli smo pomanjkljivosti v zbirki HbVar, ki smo jih ugotovili s 
pregledom objav v povezavi z DE. Na tem področju manjka podatkovna zbirka, ki bi 
vsebovala vse različice vseh genov, ki so povezane z eritrocitozo. Približek take zbirke je 
spletna stran www.erythrocytosis.org, ki nas sedaj preusmeri do zbirke LOVD (Fokkema 
in sod., 2011), kjer različice posameznega gena niso urejene v kategorije. Ugotovili smo, 
da je zbirka LOVD povezana s HbVar, torej vsebuje identične informacije, vendar ni tako 
pregledna kot HbVar, saj ne nudi toliko možnosti filtriranja različic. Naš pregled literature 
in različnih zbirk je zaradi navedenih razlogov velikega pomena. 
 
5.2 VZPOSTAVITEV DIAGNOSTIČNE METODE IN SEKVENČNA ANALIZA 
Z identifikacijo regij, ki jih je potrebno sekvencirati, smo začeli iskati primerne pare ZO za 
reakcijo PCR. Pomnoževanje DNA je potrebno za nadaljnje sekvenciranje po Sangerju. 
Želeli smo čimbolj specifično pomnožiti regije eksonov gena, saj bi pomnožene 
nespecifične regije motile branje sekvenc. Ker smo želeli čim bolj poenoten protokol z že 
vzpostavljenimi v tujini, smo se odločili, da poizkusimo z ZO, ki so jih navedli Bento in 
sod. (2015). Z veliko prilagoditvami protokola za izvedbo reakcije PCR smo uspeli določiti 
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optimalne pogoje za pomnožitev vseh treh eksonov (Preglednica 9, Preglednica 10 in 
Preglednica 11). Nespecifično pomnoženi fragmenti DNA so lahko posledica ZO, ki se ne 
prilagajo le na želeno regijo, ampak še na druge, zato je pomembno najprej preveriti 
specifičnost ZO (Chuang in sod., 2013). Z višanjem temperature zaostrimo pogoje 
prileganja ZO na matrično DNA in onemogočimo prileganje ZO na ostale regije, na katere 
se ZO prilega z manjšo afiniteto. Poleg optimalnega prileganja ZO je pomembna tudi 
zanesljivost polimeraze DNA. Del kompleta, ki smo ga uporabili, je encim s 3' → 5' 
eksonukleazno aktivnostjo, kar omogoča zelo dobro natančnost pomnoževanja. Encim je 
tudi zaščiten s protitelesom, ki polimerazo drži v neaktivnem stanju do prvega koraka v 
reakciji PCR. S tem je onemogočeno nespecifično pomnoževanje med samo pripravo 
reakcijske mešanice. 
 
DNA bolnikov in zdrave osebe smo pomnožili po vzpostavljenem protokolu. Pri treh 
osebah je bila koncentracija DNA previsoka, zato smo jo morali redčiti (Slika 15). 
Protokol je namenjen za uporabo v klinični praksi, kjer rutinsko ne merijo koncentracije 
DNA. Z upoštevanjem tega smo protokol vzpostavili brez merjenja DNA, ki smo jo dobili 
za vpeljavo metode. Želeli smo, da je reakcija PCR uspešna tudi pri različnih 
koncentracijah DNA. Vseeno je bila koncentracija DNA treh oseb previsoka, kar se vidi na 
po žepkih na poliakrilamidnem gelu, kjer vidimo temne lise (Slika 14). Po navodilih 
proizvajalca kompleta je optimalna količina genomske DNA za uporabo v reakciji PCR   
10 – 100 ng. Večje količine lahko povzročijo pomnožitev neželenih regij.  
 
Sekvenčna analiza bolnikov in zdrave osebe je razkrila, da so pri vseh osebah prisotne tri 
zamenjave nukleotidov v primerjavi z referenčnim zaporedjem NG_059281.1. Ker so 
različice prisotne tudi pri zdravi osebi, ne moremo potrditi, da so povezane z DE. 
Zamenjava nukleotida c.9T>C je še posebej zanimiva, saj gre za enakosmiselno 
zamenjavo, torej sprememba nukleotida zaradi degeneriranosti genetskega koda ne privede 
do zamenjave aminokisline. Kar je pritegnilo našo pozornost, je lokacija te enakosmiselne 
različice – nahaja se namreč na vezavnem mestu za 2,3-BPG. Kot je bilo že prej omenjeno 
je ta regija izjemno pomembna za pravilno afiniteto hemoglobina do kisika. Zamenjava 
nukleotida na tem mestu bi lahko povzročila spremembe v strukturi proteina, čeprav ne 
pride do zamenjave aminokisline (Chamary in sod., 2006). V preteklosti je bila pozornost 
pri iskanju vzrokov genetskih bolezni usmerjena v drugačnosmiselne zamenjave 
nukleotidov, v zadnjem času pa se vse več pozornosti posveča tudi enakosmiselnim 
različicam (Sauna in Kimchi-Sarfaty, 2011). Te so včasih imenovali »tihe mutacije« zaradi 
centralne dogme molekularne biologije, ki pravi, da je struktura proteina določena le z 
aminokislinskim zaporedjem (Anfinsen, 1973).  V večini genomov, ki so bili do sedaj 
sekvencirani, so kodoni za iste aminokisline zastopani v različnih deležih (ang. »codon 
bias«). Danes vemo, da je ta fenomen ključnega pomena za ekspresijo genov na ravni 
procesiranja mRNA kot tudi na ravni translacije in zvijanja proteina (Plotkin in Kudla, 
2011). Enakosmiselne zamenjave nukleotidov lahko zato povzročijo nepravilno 
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izrezovanje intronov (Cartegni in sod., 2002) ali vplivajo lahko na stabilnost mRNA in s 
tem na ekspresijo proteina in njegovo aktivnost (Nackley in sod., 2006). Z 
enakosmiselnimi variantami je povezanih veliko bolezni kot so makularna degeneracija 
(Narendra in sod., 2009), astma (Kim in sod., 2010) in osteoporoza (Vidal in sod., 2009), 
seznam bolezni pa se bo po vsej verjetnosti še znatno povečal, saj so ta odkritja relativno 
nova. Zaradi omenjenih mehanizmov, s katerimi lahko tudi enakosmiselne zamenjave 
nukleotidov prispevaju k razvoju bolezni, bi lahko bila omenjena različica c.9T>C predmet 
nadaljnih analiz. Preverili smo pogostost alelov te različice v evropski populaciji. Alel T 
ima pogostost 0,18 ter alel C 0,82. Precej visoka frekvenca alela C nakazuje na 
neškodljivost omenjene različice, saj so patogene različice, razen redkih izjem, v populaciji 
redke (MacArthur in sod., 2014; Kobayashi in sod., 2017).  Za določitev posledic te 
različice bi bile potrebne nadaljne funkcijske analize. 
 
Ostali dve identificirani zamenjavi nukleotidov, c.315+16G>C in c.316-185C>T, se 
nahajata v 2. intronu. Ker sta v nekodirajoči regiji gena, nimata vpliva na primarno 
strukturo proteina. V podatkovni zbirki Ensembl sta navedeni kot neškodljivi. Tudi ti dve 
različici sta zelo pogosti, saj je pogostost referenčnega alela v evropski populaciji pri 
c.315+16G>C le 0,17 in pri c.316-185C>T 0,18. Navedena dejstva nakazujejo na 
neškodljivost teh dveh različic gena. 
 
5.3 IZZIVI NA PODROČJU DE 
Do sedaj je bilo odkritih že več genov in njihovih variant, ki povzročajo DE, vendar je 
vzrok pri večini bolnikov še vedno neznanka. V prihodnosti bo potrebnih še mnogo študij, 
da bi odkrili še preostale gene, ki so udeleženi v DE. Diagnostika s sekvenciranjem DNA 
po Sangerju je zamudna metoda, vse bolj pa se uveljavlja NGS. Ta metoda je sicer manj 
natančna, vendar omogoča hitrejše rezultate in analizo več vzorcev in sekvenciranje več 
genov hkrati. Na ta način se bo z vse večjo dostopnostjo te metode hitreje našlo in potrdilo 
ostale kandidatne gene, ki povzročajo DE. Camps in sod. (2016) so z uporabo NGS 
sekvencirali eksonske regije 21 genov udeleženih v eritropoezo, zaznavanje in transport 
kisika. Analizirali so DNA 125 bolnikov in odkrili 51 variant genov, od tega jih je bilo 
deset že povezanih z DE, 22 jih je bilo na novo odkritih tako v že znanih kot tudi v novih 
kandidatnih genih GFI1B, KDM6A in BHLHE41. Vse različice so potrdili z metodo 
sekvenciranja po Sangerju. Odkritje novih genov in njihovih različic bo v prihodnosti 
pripomoglo ne samo k hitrejši diagnozi, ampak tudi k razvoju smernic za zdravljenje 
različnih podtipov eritrocitoze. 
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Družinska eritrocitoza (DE) je zelo redka krvna motnja s heterogenim genetskim ozadjem, 
kar otežuje diagnostiko. Znano je, da so vzrok za DE lahko odgovorne različice genov, ki 
so udeleženi v eritropoezo, zaznavanje in prenos kisika po krvi. Gen HBB je udeležen v 
prenos kisika po krvi, saj kodira zapis za eno od podenot hemoglobina, in povzroča enega 
od tipov DE – ECYT6. 
 
V raziskavi smo preverjali dve hipotezi: 
 
  Različice HBB se nahajajo na delih gena, ki so ključni za vezavo in sprostitev 
kisika s hemoglobina. To hipotezo smo potrdili, saj smo pripravili shematski 
pregled vseh različic, udeleženih v DE in na isti sliki označili pomembne regije 
gena. Razvidno je, da je večina različic prisotna na delih zaporedja, ki so 
pomembni za afiniteto hemoglobina do kisika. Te regije so terminalni konec C, 
vezavna mesta za 2,3-BPG in stičišče α1β2. 
 
 Pri bolnikih iz dveh družin, vključenih v raziskavo, so prisotne različice gena HBB, 
ki jih ni pri zdravi kontroli. Hipotezo smo delno potrdili, saj smo pri vseh 
preiskovanih vzorcih DNA identificirali tri različice gena HBB: c.9T>C, 
c.315+16G>C in c.316-185C>T. Identificirane variante gena so prisotne tudi pri 
zdravi osebi in najverjetneje niso vzročne za DE.  
 
V Sloveniji bo naslednji izziv pri DE vzpostavitev diagnostičnega testiranja za vse gene 
udeležene pri DE z metodo NGS in prenos testiranja v klinično prakso. V svetovnem 
merilu je metoda NGS vse bolj v razmahu, seveda pa je metoda sekvenciranja po Sangerju 
še vedno ključnega pomena za potrjevanje vseh na novo ugotovljenih različic z NGS.  
Potrebno bo še veliko raziskav, ki bodo potrdile obstoj še drugih variant genov povezanih z 
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Družinska eritrocitoza (DE) je dedna oblika krvne motnje, za katero je značilno 
prekomerno nastajanje rdečih krvnih celic, eritrocitov. Večina bolnikov je asimptomatskih; 
pri njih se motnja odkrije slučajno ob obisku pri zdravniku zaradi drugih težav. Stanje 
povišane koncentracije eritrocitov v krvi je problematično, saj lahko pride do 
tromboemboličnih zapletov – tvorba strdkov in zamašitev žile. Do eritrocitoze lahko pride 
zaradi različnih razlogov, kar otežuje diagnostiko vzroka. Eritrocitoze v splošnem delimo 
na primarne in sekundarne, vsako od teh kategorij pa še nadalje delimo v pridobljene in 
prirojene (dedne) oblike eritrocitoze. Za primarno eritrocitozo je značilna motnja v 
kostnem mozgu, kjer eritrociti nastajajo. Pridobljeno obliko te bolezni imenujemo prava 
policitemija oz. policitemija vera (PV), kjer gre za somatsko spremembo gena JAK2. 
Prirojena oblika primarne eritrocitoze je posledica različice gena za eritropoetinski receptor 
(EPOR). Eritropoetin (EPO) je hormon, ki pospešuje proces nastajanja eritrocitov; 
eritropoezo. Za primarno eritrocitozo je značilno, da je koncentracija EPO normalna oz. 
relativno nizka glede na koncentracijo eritrocitov v krvi. Pri sekundarni eritrocitozi gre za 
motnjo izven kostnega mozga. Pridobljena oblika je lahko posledica fiziološkega stanja 
prilagoditve na visoko nadmorsko višino, bolezni ali jemanja zdravil. Prirojeno obliko 
sekundarne eritrocitoze povzroči različica enega od genov, ki so udeleženi v zaznavanje in 
prenos kisika po krvi in eritropoezo (HBB, HBA1, HBA2, VHL, EGLN1, EPAS1, BPGM in 
EPO). Gen HBB povzroča družinsko eritrocitozo tipa 6 oz. ECYT6. 
 
Namen magistrske naloge je bil pregled različic gena HBB povezanih z DE tipa ECYT6 in 
vzpostavitev diagnostične metode za detekcijo variant gena HBB pri bolnikih z DE v 
Sloveniji. V ta namen smo v literaturi poiskali do sedaj znane različice gena HBB, ki so 
povezane z DE. Iskali smo s pomočjo genomskega brskalnika Ensembl in podatkovnih 
zbirk PubMed ter HbVar. Zbrane različice smo shematsko prikazali na nukleotidnem 
zaporedju gena. S tem smo določili, katere regije gena je potrebno sekvencirati, da bi 
preverili prisotnost različic hemoglobina pri bolnikih. Ker so različice razporejene po 
celotnem kodirajočem zaporedju gena HBB, je bilo potrebno sekvenciranje vseh treh 
eksonov gena. Ker smo pripravljali protokol za sekvenciranje po Sangerju, je bil naš 
naslednji korak priprava postopka za pomnožitev vseh treh eksonov gena z metodo PCR. V 
literaturi smo našli primerne začetne oligonukleotide (ZO) za vse tri eksone. Za vsak ekson 
posebej smo optimirali postopek pomnoževanja tako, da se je pomnožil samo želen odsek 
gena, saj bi nespecifični pomnožki lahko motili potek sekvenciranja. Prisotnost 
nespecifičnega pomnoževanja smo tekom postopka optimiranja preverjali z agarozno in 
poliakrilamidno gelsko elektroforezo. Z izpopolnjenim protokolom za reakcijo PCR za vse 
tri eksone smo lahko pomnožili DNA bolnikov z DE. V raziskavo smo vključili dve 
družini. Vključena je bila tudi zdrava oseba iz ene od družin. Reakcija PCR je bila uspešna 
za dve osebi, pri treh osebah pa so bile na poliakrilamidni elektroforezi vidne nespecifične 
lise. Predvidevali smo, da je bila koncentracija izolirane DNA previsoka. Z redčenjem 
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DNA smo uspeli dobiti popolnoma specifične produkte, primerne za sekvenciranje po 
Sangerju. Pred sekvenciranjem smo jih še očistili preostalih prostih nukleotidov in ZO. 
Sekvenciranje je bilo izvedeno s smiselnim in protismiselnim ZO. Rezultate sekvenciranja 
smo analizirali: najprej smo preverili ujemanje zaporedij v obeh smereh branja, nato smo s 
spletnim orodjem preverili ujemanje zaporedij z referenčnim zaporedjem gena HBB. Pri 
vseh petih osebah, tudi pri zdravi osebi, smo odkrili tri polimorfizme: c.9T>C, 
c.315+16G>C in c.316-185C>T. Prvi je v kodirajoči regiji v prvem eksonu, druga dva pa v 
drugem intronu. Zamenjava nukleotida c.9T>C je v pomembni regiji, saj je na vezavnem 
mestu za molekulo 2,3-bisfosfoglicerat (2,3-BPG), ki je ključnega pomena za optimalno 
afiniteto hemoglobina do kisika. Če ima hemoglobin preveliko afiniteto do kisika, se kisik 
ne sprosti v periferna tkiva v dovoljšnji meri, kar telo zazna kot hipoksijo. Hipoksija je 
glavni regulator eritropoeze, kar povzroči kronično prekomerno nastajanje eritrocitov. 
Ostala dva določena polimorfizma sta v nekodirajoči regiji gena in v literaturi nista opisana 
kot patogena. Pri teh dveh družinah gre verjetno za spremembo katerega drugega gena, ki 
je povezan z DE. 
 
Vzpostavili smo protokol za molekularno-genetski diagnostični test določanja različic gena 
HBB pri bolnikih s sumom na DE v Sloveniji. Naslednji korak bo prenos protokola v 
klinično prakso in vzpostavitev postopkov za sekvenciranje ostalih genov, ki so povezani z 
DE. Predvidevamo, da obstaja še mnogo genov udeleženih v DE, ki jih še ne poznamo in 
ostajajo izziv za prihodnje raziskave na tem področju. Z vse bolj dostopno metodo NGS bo 
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A    alanin 
R    arginin 
D    asparaginska kislina 
N    asparagin 
C    cistein 
E    glutaminska kislina 
Q    glutamin 
G    glicin 
H   histidin 
I    izolevcin 
L    levcin 
K    lizin 
M    metionin 
F    fenilalanin 
P    prolin 
S    serin 
T    treonin 
W    triptofan 
Y    tirozin 
V    valin 
